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RESUMEN

Laura Gonzalez Ibafez

Actualmente, se ha incrementado la produccion de alimentos funcionales y nutracéuticos
como una estrategia para disminuir y prevenir enfermedades. En este contexto, los hongos son
valorados por su aporte nutrimental a la dieta humana y propiedades funcionales. G. lucidum,
hongo no comestible funcional contiene compuestos bioactivos como terpenoides,
polisacaridos y proteinas que muestran efectos positivos a la salud. La ingesta de extractos de
G. lucidum ha mostrado efectos hipocolesterolemiantes, hipoglucémicos y prebidticos que
disminuyen el riesgo de padecer diversas patologias. En México, no se han realizado trabajos
acerca de la toxicidad de los extractos mexicanos de G. lucidum (cepa CP-145), ademas, la
escasa informacidn existente que hay a nivel internacional es de especies extranjeras y no
puede extrapolarse a las especies mexicanas debido a las diferentes condiciones de
crecimiento que modifican las propiedades y contenido del extracto. Por tanto, en el presente
estudio se evalud la toxicidad aguda del extracto de G. lucidum en ratas Wistar acorde al
protocolo 423 de la OECD/OCDE. Se formaron 5 grupos experimentales con 6 ratas (3
hembras y 3 machos) cada uno. Se utilizaron dosis orales crecientes del extracto de G. lucidum
(300, 1000, 2000 y 5000 mg/kg de peso corporal). Se llevo un registro de la ingesta, peso y
comportamiento durante 14 dias. Se analizaron parametros bioquimicos en sangre y orina
complementandose con un examen histopatoldgico de las secciones hepaticas y renales. No se
observaron cambios en el comportamiento, ingesta y peso corporal de las ratas. Las
concentraciones de glucosa y perfil lipidico en plasma se mantuvieron estables. Los
parametros relacionados con dafio hepatico (transaminasas) e inflamacion (proteina C
reactiva) no mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Asimismo,
en los valores asociados a dafio renal (albmina, creatinina, urea, glucosa en orina y nitrégeno
uréico) obtenidos no se observaron cambios significativos que indiquen una lesion o
inflamacion renal en las ratas. Las histopatologias mostraron citoarquitectura normal, sin
dafos en los tejidos. Por lo que, la ingesta aguda del extracto de G. lucidum no causé muerte,

toxicidad y dafio en la funcién hepatica y renal en las ratas en ninguna de las dosis empleadas.
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INTRODUCCION

En la actualidad existen cuatro enfermedades relacionadas con problemas nutricionales
causantes de la mayoria de muertes en el mundo: las enfermedades cardiovasculares (ECV),
hipertension arterial, el cancer y la diabetes. Los cambios drasticos en la alimentacion han
llevado a una “transicion nutricional” donde las dietas ricas en azlcares anadidos y grasas
animales estan sustituyendo a las dietas tradicionales de alimentos de origen natural (OMS &
FAO, 2003). El sobrepeso, obesidad y ECV cada vez afectan a mas personas en todo el
mundo, cifras estimadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que en el
afio 2014 més de 1900 millones de adultos presentaban sobrepeso, de los cuales, mas de 600
millones eran obesos, asi como 41 millones de nifios menores de cinco afos tenian sobrepeso
o eran obesos. En Africa, el nimero de nifios con sobrepeso u obesidad practicamente se ha
duplicado, de 5,4 millones en 1990 a 10,6 millones en 2014; ante estas cifras el sobrepeso y la
obesidad ya no se consideran un problema propio de los paises de ingresos altos, actualmente
ambos trastornos aumentan en los paises de ingresos bajos y medianos, en particular en los
entornos urbanos (OMS, 2016). Por tanto, las cifras de las ECV y diabetes van en aumento por
lo que, es necesario realizar cambios en los hébitos alimenticios desde la produccion
alimentaria hasta el consumo para disminuir las enfermedades crénicas y contrarrestar los
principales factores que ocasionan estas enfermedades, los cuales son principalmente la mala

alimentacion debido a las condiciones y estilo de vida actual.

Existen diversos tratamientos para controlar estas enfermedades crénicas a través de
cambios en la alimentacidn, estilo de vida, actividad fisica e incluso el uso de medicamentos
para bajar de peso o reducir el colesterol bajo vigilancia de un experto (National Heart, Lung,
and Blood Institute, 2012). Por ello, las estrategias nutricionales son esenciales para promover
la salud e intervenir con estas enfermedades no transmisibles. La principal funcién de la
alimentacion es aportar los nutrientes necesarios para satisfacer las necesidades metabolicas de
las personas, mediante los macronutrientes y micronutrientes del alimento, no obstante, como
sociedad nos preocupa aumentar la expectativa de vida con una adecuada nutricion. En este
ambito, los alimentos funcionales y los nutracéuticos son una estrategia nutricional accesible
para el consumidor. Actualmente existe la evidencia del consumo de alimentos funcionales y

nutracéuticos con compuestos bioactivos, son beneficiosos para el organismo ya que
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contribuyen al control y prevencién de enfermedades asociadas a la nutricion. El consumo de
alimentos funcionales debido a su contenido de fibra, esteroles vegetales y estanoles,
antioxidantes y minerales, entre otros, reducen los factores de riesgo relacionados con las ECV
y diabetes, como son los altos niveles en sangre de colesterol total y el colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (LDL-C), asi como el bajo nivel de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), entre otros (Torres et al., 2015). Ante estas circunstancias, en las Gltimas
décadas se han estudiado diversos hongos comestibles y medicinales debido a su actividad
bioldgica, antioxidante, hipocolesterolémica, hipoglucémica, antiviral y reguladora del sistema
cardiovascular. Ademés, se ha intensificado a nivel mundial no solo el cultivo, sino el
consumo de hongos y el estudio de sus compuestos bioactivos que les confieren propiedades
funcionales y nutracéuticas, que previenen y/o controlan los factores de riesgo mencionados,
debido a su efecto en la regulacion del metabolismo de lipidos, carbohidratos, entre otros

beneficios ante su consumo (Mattila, Suonpai, & Piironen, 2000).

En China el hongo Ganoderma lucidum o Reishi es ampliamente consumido en extracto o
polvo (capsulas) como alimento nutracéutico para el tratamiento de diversas enfermedades. G.
lucidum esta principalmente compuesto por polisacaridos (B-D-glucanos), triterpenoides
(&cido ganodérico), esteroles y aminoacidos (Solomon, 2005). Los extractos de G. lucidum
elaborados a partir de procesos biotecnoldgicos como la modificacion de nutrientes en el
cultivo potencializan los compuestos bioactivos del hongo. Se ha demostrado que la ingesta de
extractos de cepas mexicanas de G. lucidum tiene efectos antihipercolesterolemiantes y
prebidticos mediante diferentes mecanismos de accion, entre ellos la disminucion de los
diferentes niveles de colesterol total, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) mediado por a-glucanos y B-glucanos, los cuales
promueven una mayor excrecion de los acidos biliares y modifican la microbiota intestinal
(Meneses et al., 2016).

G. lucidum por su naturaleza presenta toxicidad fungica debido a la produccion de
micotoxinas derivadas de su metabolismo intermedio. Aunque se estan realizando extensas
investigaciones para determinar sus propiedades inmunoestimuladoras, no hay esencialmente
datos sobre la toxicidad o la posibilidad de efectos adversos en el consumo a largo plazo de G.

lucidum y/o sus variedades comerciales. Respecto al consumo de los extractos 0 compuestos
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bioactivos con diferentes niveles de purificacion de los hongos comestibles, funcionales y
medicinales no se han registrado efectos adversos en la salud humana, sin embargo, un estudio
realizado por la Universidad de Western Ontario demostré que el extracto crudo de G. lucidum
y el extracto de polisacaridos (PSGL) en altas concentraciones (>100 pg/ml) causa toxicidad
en las células B y afectan la viabilidad en las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) después de 24 y 48 horas de su ingesta en adultos y nifios sanos (Gill & Rieder,
2008). En contraste, en China analizaron la toxicidad aguda y acumulativa de las capsulas
comerciales G. lucidum Spore Powder en ratones, concluyendo que el valor de LDsges mayor
a 21.5 g/kg peso corporal (Department of health and human services food and drug
administration, 1999). Por otro lado, no hay informacion de toxicidad en extractos elaborados
a partir de cepas mexicanas. Por tanto, el proposito de esta investigacion es evaluar y
determinar la toxicidad aguda oral en ratas Wistar de los extractos de una cepa mexicana de G.
lucidum que han sido desarrollados por el Colegio de Posgraduados, Campus Puebla, mediante
procesos que involucran la adicion de &cido acetilsalicilico en el sustrato para un mejor
crecimiento y potencializacién de compuestos bioactivos de G. lucidum. Asimismo, esta
investigacion contribuird para futuras aplicaciones clinicas y desarrollo de estrategias para el

control de enfermedades asociadas a una inadecuada nutricion.
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1. Enfermedades relacionadas con la nutricion

La situacién global sobre el tema de la nutricién ha preocupado a varios paises a medida
que han decidido invertir en la investigacion, la ensefianza y las actividades relacionadas con
la prevencion de enfermedades crénicas vinculadas con la alimentacion. Estas incluyen
obesidad, arteriosclerosis, enfermedad coronaria, hipertension, ciertos tipos de cancer,
osteoporosis, algunas enfermedades hepaticas y renales, diabetes mellitus, entre otras (FAO,
s.f.). Se estima que para el afio 2020, dos tercios de la poblacion mundial de los paises en
desarrollo sera afectada por enfermedades ocasionadas por factores dietéticos (Chopra et al.,
2002). Hoy en dia, se observa un impacto nutricional importante debido a una transicion

demogréfica y socioecondmica en el mundo.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en México, las enfermedades
cardiovasculares y diabetes son principales causas de mortalidad en la poblacién mexicana
(OMS, 2016a). EI 14% de la poblacion muere a causa de la diabetes, y un 24 % por ECV. En
el caso de la diabetes, 23 100 hombres y 22 000 mujeres en un rango de edad de entre 30-39
afios murieron en el afio 2016 por dicho factor. Para el mismo afio, se mostré que la
prevalencia de diabetes se encontraba con un 9.7 % en hombres y 11% en mujeres en la
poblacién mexicana, se espera que estos porcentajes incrementen conforme al tiempo (OMS,
2016b). Acorde a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino (ENSANUT
MC) obtuvo resultados similares a los reportados por la OMS, ya que la prevalencia de
diabetes en el pais paso de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016, en base a un diagndstico previo de
la enfermedad. Entre esta poblacion, las mujeres reportan mayor prevalencia de diabetes
(10.3%) que los hombres (8.4%), la tendencia de aumento se observa tanto en localidades
urbanas (10.5% en mujeres y 8.2% en hombres) como en rurales (9.5% en mujeres, 8.9% en
hombres) (ENSANUT, 2016).
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En nuestro pais, la tendencia de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares,
especificamente por isquemia cardiaca continda creciendo de forma gradual. Entre 2000 y
2014 el aumento fue de poco mas de 58%, pasando de 43.5 muertes por cien mil habitantes al
inicio del periodo, a 68.6 en 2014 (Figura 1). El incremento fue mas acelerado en los
hombres, por lo que la brecha entre éstos y las mujeres se ha ampliado paulatinamente
(INEGI, 2014). En el afio 2016 se reportd una cantidad de 291 637 personas fallecidas por
esta causa (INEGI, 2016).
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Figura 1. Tasa de mortalidad por enfermedades isquémicas del corazon, 2000-2014. (INEGI/SS. 2014).

Existen poblaciones que presentan enfermedades crénicas relacionadas con la pobreza y
la desnutricion y otras relacionadas con la abundancia, estilos de vida méas sedentarios y
exceso del consumo de comida rapida. Las implicaciones de la transicion o de la coexistencia
de diversas condiciones nutricionales en dos segmentos de la poblacion presentan un serio
problema de salud pablica. EI consumo excesivo de grasas, colesterol, sodio y una ingesta baja
de frutas, hortalizas y fibras, junto con estilos de vida sedentarios, contribuyen en forma
importante al aumento en la incidencia de enfermedades crénicas de los segmentos mas
pudientes en la mayoria de comunidades del mundo. Se sugiere la implementacion del
racionamiento adecuado de los alimentos en ambos segmentos de la poblacion y fomentar la
educacion en nutricion para el consumo de alimentos de alto valor nutritivo de la regién con
propiedades funcionales con el objetivo de disminuir la desnutricidn y el sobrepeso y obesidad
(FAO, s.f).
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La globalizacion se encuentra ligada a los répidos cambios socioecondémicos,

demograficos y tecnoldgicos; esto forma parte de la evolucion y genera el proceso de la

transicion epidemiologica (Caballero & Popkin, 2002). Los seres humanos han sufrido

cambios importantes en su actividad fisica y su estado nutricional debido a este proceso de

transicion. De acuerdo a Popkin la transicion se ve afectada a nivel epidemioldgico,

demogréfico y nutricional. En la Figura 2 se pueden observar estas interrelaciones.

Transicién demografica

Altos niveles de fertilidad ¥
maortalidad

Reduccién de mortalidad
cambiando la estructura de la
edad

Transicién
epidemiolégica

Alta prevalencia de
enfermedades infecciosas

Retroceso en la pestilencia,
malas condiciones del medio
ambiente

Transicién nutricional

Alta prevalencia de
desnutricion

Retroceso del hambre

Focalizacidn en planificacion
familiar y control de las
enfermedades infecciosas

Focalizacién en mitigar y

prevenir hambre

Reduccién de la fertilidad y el
envejecimiento

Predominancia de
enfermedades crénicas

Predominancia de
enfermedades no comunicables
relacionadas con la nutricién

Focalizacion en un
envejecimiento saludable v
redistribucién espacial

Focalizacidn en intervencion
meédica, iniciativas politicas,
cambios de comportamiento

Figura 2. Etapas de salud, nutricién y cambios demogréficos. (Popkin B. 2002).
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1.2. Alimentos funcionales

Los expertos en nutricion recomiendan a los consumidores seguir una dieta sana, variada y
equilibrada, que involucre el consumo de alimentos tradicionales como frutas, verduras, carnes
y lacteos para asegurar una buena salud y prevenir enfermedades. En la actualidad, los nuevos
estilos de vida han afectado los habitos de alimentacion saludable debido a la falta de tiempo
para cocinar, estrés e incremento en la demanda de comida rapida que conduce a que las
personas no sigan una alimentacion equilibrada, y, por tanto, no ingieren las cantidades
adecuadas de nutrientes que necesitan. En consecuencia, se ha incrementado la investigacion y
desarrollo de alimentos funcionales para contrarrestar la transicion nutricional actual, ya que
su consumo proporciona beneficios a la salud y previene las enfermedades crénicas (Aranceta
& Serra, s.f.).

En los afios 80s en Japdn, el concepto de alimento funcional fue introducido por
cientificos que estudiaban la relacion entre nutricion, satisfaccion sensorial y fortificacion
como elementos favorecedores a la salud, creando asi los alimentos “Food with Specific
Health Uses” (FOSHU). Los alimentos FOSHU contienen componentes benéficos para la
salud como prebidticos, probidticos, antioxidantes, acidos grasos omega-3, acido folico,
fitoesteroles, fitoestrdgenos, entre otros. También se considera un alimento FOSHU aquel que
se le ha removido componentes que puedan tener un efecto perjudicial en la salud, por

ejemplo, la remocion de elementos alérgenos, irritantes e hipercal6ricos.

Existen diversas definiciones de los alimentos funcionales, las mas objetivas son las
elaboradas por el Consejo de Alimentacion y Nutricion de la Academia de Ciencias de los
Estados Unidos que los define como "alimentos modificados o que contienen ingredientes que
incrementan el bienestar del individuo o disminuyen los riesgos de enfermedades, mas alla de
la funcidn tradicional de los ingredientes que contienen™ (American Dietetic Association,
2009). Otro de los conceptos es dado por el International Life Science Institute (ILSI) que los
define como "alimentos que, en virtud de la presencia de componentes fisiol6gicamente
activos, proveen beneficios para la salud mas alla de la accion clasica de los nutrientes que
contienen™ (ILSI, 2009). Segun el ILSI los alimentos funcionales pueden ser: alimentos

naturales no modificados, alimentos a los que se les ha agregado algin componente que aporte
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funcionalidad o proporcione beneficios, alimentos a los que se les ha sustraido un componente
que pueda afectar la salud. Se emplean métodos quimicos, enziméaticos o biotecnoldgicos para

la modificacion en los alimentos funcionales (Hernandez, 2010).

Los alimentos funcionales aportan nutrientes a beneficio de acciones fisiologicas en el
organismo y mejoran la salud del consumidor (Hasler, 1996; Ganeshpurkar, Rai & Jain.,
2010). Los componentes de los alimentos funcionales pueden dividirse en cinco categorias:
probidticos, prebioticos, simbidticos, nutrientes y no nutrientes (0 compuestos bioactivos). La

Tabla 1 muestra algunos ejemplos de los componentes y beneficios de los alimentos

funcionales.
Tabla 1. Componentes y propiedades de alimentos funcionales
Alimento funcional Componente funcional Propiedades
Huevos con &cidos grasos Acidos grasos tipo o 3 Reducen colesterol total
Productos lacteos Probidticos Mejoran la salud gastrointestinal
fermentados

Margarinas fortificadas Esteres de estanol y esteroles vegetales Reducen colesterol total y LDL

Té verde Catequinas Reducen el riesgo de algunos tipos
de cancer
Productos de avena Beta- glucanos Reducen colesterol total y LDL

Fuente: Vinchira, J. (2010).

Para la industria y el consumidor, los alimentos funcionales son una oportunidad para
fomentar la salud a través de la nutricion, mejorando el estado de bienestar o reduciendo el
riesgo de enfermar. No obstante, es indispensable contar con fundamentos cientificos que
demuestren los efectos beneficiosos de los alimentos funcionales, considerar que su ingesta
aporta un mejoramiento en los mecanismos de defensa bioldgica, tener en cuenta que los
alimentos funcionales son un producto en la frontera entre los alimentos convencionales y los
suplementos dietéticos. Ademas, debe determinarse las cantidades maximas de estos alimentos

en su consumo diario para no asociar ningun efecto adverso (Hernandez, 2010).
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1.3. Alimentos nutracéuticos

Los alimentos nutracéuticos son alimentos de origen natural con propiedades bioactivas
que proveen beneficios mediante acciones terapéuticas en el organismo, previenen diversas
enfermedades cronico degenerativas como la hipertension, diabetes, cancer, o simplemente
mejoran el estado general de salud (Gonzélez, 2015). El término nutracéutico fue dado por el
endocrinodlogo y farmacélogo clinico norteamericano Stephen De Felice, quien fue durante
varios afios presidente de la Fundacion para la Innovacion en Medicina. Se trata de una nueva
categoria de sustancias para el cuidado de la salud cuyo efecto se sustenta en los beneficios
cientificamente comprobados de algunos nutrientes y/o ciertos componentes de los alimentos
de origen principalmente vegetal, aunque también se identifica a algunos de origen animal.
Los alimentos nutracéuticos proveen beneficios para la salud, tienen propiedades bioactivas
que se relacionan con su estructura quimica y muestran una accién terapéutica definida (IFT,
2007).

Asimismo, los nutracéuticos son productos que se extraen de fuentes naturales y se
caracterizan mediante procesos biotecnoldgicos antidesnaturalizantes para la conservacion de
sus propiedades originales sin manipulacién quimica. Al ser extraidos de su fuente natural, las
sustancias obtenidas se pueden estudiar mediante procesos similares para la identificacién de
propiedades bioldgicas de los farmacos usados en animales y humanos (estabilidad temporal,
andlisis de estabilidad y toxicologia, analisis quimicos, estudios reproducibles de sus
propiedades bioactivas, estudios en humanos y animales de experimentacion). De igual forma,
agencias reguladoras gubernamentales como la Food and Drug Administration (FDA) de los
Estados Unidos, la agencia alimentaria de la Union Europea o el Ministerio de Salud y
Bienestar Social de Japén han aprobado el desarrollo de alimentos funcionales a partir de
hongos con propiedades nutracéuticas que se comercializan para el consumo humano a largo
plazo sin riesgos colaterales (Arvanitoyannis, 2005). Actualmente, el mercado de los
alimentos funcionales y nutracéuticos obtienen ganancias de billones de dolares a nivel
mundial. En paises como Estados Unidos, Japon, Corea, India y China, y en menor medida en
varios paises europeos, la tendencia del consumo de estos alimentos crece exponencialmente.
En la industria farmacéutica se ha observado un desarrollo en los nutracéuticos como una
interesante oportunidad econémica y atractiva para los consumidores (libre venta, amplia

disponibilidad y la promesa de un efecto benéfico) (Valenzuela et al., 2014).
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1.4. Compuestos quimicos en alimentos nutraceuticos
Una amplia familia de los alimentos nutracéuticos posee propiedades benéficas, que van
desde la prevencion de la aterosclerosis, embolias o procesos inflamatorios y ataques
cardiacos (Gonzélez, 2016). Los siguientes compuestos quimicos de los alimentos

nutracéuticos son responsables de la actividad benéfica en la salud humana.

1.4.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otros
compuestos, frenan la formacion de radicales libres y previenen enfermedades ocasionadas por
estrés oxidativo. Por ejemplo, la vitamina C (&cido ascorbico) actia como un cofactor
enzimético. Su funcion antioxidante deriva de su capacidad de actuar como donante de
electrones. Disminuye la peroxidacion lipidica, los niveles de 0%, H,O- y del ion hipoclorito
para mantener estables los niveles de glutatién peroxidasa y de vitamina E, participando en su
reciclamiento. La vitamina C se recicla a su vez desde acido dehidroascorbico, captura de
radicales libres potencialmente tdxicos como los superdxido o hidroxilo (Andresen, 2006). La
vitamina E (alfa tocoferol) acta unida a membrana, es el principal antioxidante capaz de
prevenir y bloquear la peroxidacion lipidica y se asocia a una respuesta inmune apropiada.
Neutraliza el oxigeno simple y peroxidos. Captura de radicales libres de hidroxilo y aniones de
superdxido. Ademas, la vitamina E tiende a mejorar la glucemia y a disminuir la hemoglobina
glicosilada (HbAlc) (Montier et al., 2015). Otro ejemplo son los compuestos fenolicos,
considerados metabolitos secundarios de las plantas. Su actividad antioxidante varia segln su
naturaleza (Martinez-Valverde, Periago & Ros, 2000) (Tabla 2).

Tabla 2. Compuestos fenoélicos en alimentos nutracéuticos

Compuesto Informacién

Fenoles, &cidos fendlicos y é&cidos Dentro del grupo de fenoles, se encuentran distribuidos entre
acéticos (Belitz &Grosch,1988) diversas especies vegetales, de igual manera los acidos fendlicos
son abundantes en plantas superiores y helechos.

Acidos cinamicos, cumarinas, Los acidos cinamicos, por lo general estan presentes en forma de
isocumarinas y cromonoles derivados, las cumarinas e isocumarinas se encuentran
generalmente en forma de glicésido y los cromonoles, se forman a

(Belitz &Grosch,1988; Bravo,1996). partir de antocianidinas ante el incremento del pH del medio.

Lignanos y neolignanos (Coronado, et Pertenecen al grupo de fitoestrogenos y son antioxidantes que
al, 2015). ayudan a combatir los efectos dafiinos de los radicales libres.
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Flavonoides (Porras & Lo6pez, 2009)

También denominados fitonutrientes, son responsables del color
natural de los alimentos, como las antocianinas de colores rosa,
escarlata, rojo, azul y violeta de los vegetales, jugos de frutas y

vinos.

Taninos (Porras & Lépez, 2009)

Son responsables de precipitar algunas proteinas y alcaloides.

Nota: Elaborado por el autor

En general, los antioxidantes pueden dividirse en: fenolicos, carotenos y vitaminicos

(Gonzélez, 2016) (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion general de antioxidantes en alimentos nutracéuticos

Tipo de antioxidantes

Fuente alimenticia

Aplicaciones

Compuestos fenolicos

Fenoles, taninos, antocianinas,
flavonoides, cumarinas, ligninas

Uvas, pasas, vino tinto, cerezas,
fresas, ajo, espinacas, ardndanos

Prevencidn colesterolemia, cancer, y
envejecimiento celular

Carotenos

p-Carotenos

Zanahoria, mango, papaya

Provitamina A, prevencion cancer,
refuerzo inmunoldégico

Licopenos

Tomate y sandia

Previene céncer prostata, refuerzo
inmunoldgico

Luteina, zeaxantina

Espinacas, hojas de col, maiz

Prevencién enfermedad macular,

amarillo cataratas. Retrasa sintomas rinitis
Vitaminicos
Vitamina A Leche, queso, yema de huevo,  Prevencion ceguera nocturna y
nueces, almendras, higado. permanente, cancer, enfermedades
cardiovasculares.
Refuerzo inmunolégico. Mantiene
salud epitelios
Vitamina C Citricos, kiwi, pifia, brécoli Poder antiviral. Mejora salud
cerebral y cardiovascular
Vitamina E Nueces, cacahuetes, almendras,  Previene ataques corazon, hipocoles-

aceite de oliva

terolemia y embolia. Promueve desa-
rrollo cerebral en fetos y nifios.

Adaptado de Diaz, Duarte de Prato & Sé&nchez. (s.f.).

22



1.4.2 Fibra dietética

La fibra dietética incluye polisacaridos, oligosacéridos y lignina de origen vegetal. Se
divide en soluble e insoluble. La fibra soluble retarda el vaciamiento gastrico facilitando el
retraso de la absorcion de glucosa en el intestino y favorece el transito intestinal. Se encuentra
en la avena, algas, frutas y vegetales. La fibra insoluble estimula la masticacion, salivacion y
secrecion de jugos digestivos facilitando la digestion, presente en granos integrales, arroz,
salvado de trigo, maiz, frutas y hortalizas (Gonzalez, 2016). En general, son de dificil
degradacion debido a que son resistentes a la hidrolisis por los enzimas digestivos del ser
humano. Sus funciones principales son: efecto laxante y disminucion en los niveles de

colesterol y de glucosa en la sangre (Alvarez & Gonzélez, 2006). La clasificacion global de

fibra dietética propuesta se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion global de la fibra dietética

Tipo de fibra dietética

Ejemplos

Polisacaridos no
almidon

Informacion
Contienen al menos veinte residuos de
monosacaridos. Llegan al colon al ser

digeridos y absorbidos en el intestino.

Celulosa, p-glucanos, hemicelulosa,
pectinas, gomas y mucilagos

Oligosacéridos
resistentes

Tienen de tres a diez moléculas de
monosacaridos.

Fructooligosacéaridos (FOS; levanos
e inulina), galactooligosacéridos
(GOS), Xigooligosacaridos (XOS),
Isomaltosoligosacéaridos (IMOS)

Ligninas

Dan rigidez a la pared celular. No se digiere
ni se absorbe, se une a los acidos biliares y
colesterol.

Presentes en verduras, hortalizas y
frutas.

Sustancias asociadas a
polisacaridos no
almidén

Se encuentran en la parte externa de los
vegetales, junto con las ceras, como cubierta
hidrofoba

Suberina y cutina.

Almidones resistentes

Son la suma del almidon y de sus productos
de degradacion que no son absorbidos en el
intestino del- gado de los individuos sanos

Se divide en cuatro tipos: atrapado
(granos de cereales y legumbres),
cristalizado (papas y platano verde)
retrogradado (pan, papas cocidas) y
modificado (alimentos procesados)

Hidratos de carbono

sintéticos

Sintetizados artificialmente pero que tienen
caracteristicas de fibra dietética.

Polidextrosa,metilcelulosa, carboxi-
metilcelulosa, hidroximetilpropilce-
lulosa y otros derivados de la
celulosa.

Fibras de origen animal

Sustancias analogos a los hidratos de

carbono

Quitina y quitosan (esqueleto de los
crustaceos y de la membrana celular
de hongos), colageno y condroitina.

Adaptado de Alvarez & Gonzalez (2006).
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1.4.3 Acidos grasos y fitoesteroles

Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA) son componentes que

participan en diversos procesos fisiologicos, tienen una importante funcion estructural en los

fosfolipidos de las membranas celulares y son sustratos para la sintesis de diversos mediadores

fisiologicos. Se dividen en dos grupos principales: los acidos grasos omega-3 (-3) y omega-6

(w-6), los cuales son &cidos grasos esenciales (AGE) para el ser humano (Valenzuela et al.,

2011) (Tabla 5y 6).

Tabla 5. Acidos grasos omega-3 (PUFA n-3) importantes a nivel nutricional

Nombre comin

Fuentes principales

Acido a-linolénico

Aceites de lino, perilla, canola y soja

Acido estearidénico

Aceites de pescado, aceite de soja modificado
genéticamente, aceite de semilla de grosella negra y
aceite de cafiamo

Acido eicosapentaenoico (EPA)

Pescado, especialmente el azul (salmon, arenque,
anchoa, eperlano y caballa)

Acido docosapentaenoico (DPA)

Pescado, especialmente el azul (salmén, arenque,
anchoa, eperlano y caballa)

Acido docosahexaenoico (DHA)

Pescado, especialmente el azul (salmon, arenque,
anchoa, eperlano y caballa)

Fuente: FAO. (2012).

Tabla 6. Acidos grasos omega-6 (PUFA n-6) importantes a nivel nutricional

Nombre comun

Fuentes principales

Acido linoleico

Aceites vegetales

Acido y-linolénico

Aceites de semilla de onagra, borraja y grosella negra

Acido araquidénico

Grasas animales, higado, lipidos del huevo, pescado

Acido docosatetraenoico

Componente en cantidad minima de tejidos animales

Acido docosapentaenoico (DPA)

Componente en cantidad minima de tejidos animales

Fuente: FAO. (2012).

Por otra parte, desde 1950 y 1960 se conocen las propiedades reductoras de colesterol

dadas por el consumo de semillas oleaginosas (cereales, legumbres, frutos secos), ya que

contienen compuestos fitoquimicos de tipo esteroide, los esteroles vegetales (fitoesteroles).

(Thompson & Grundy, 2005). Los méas abundantes son el sitosterol y campesterol, y en menor
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cantidad los estanoles. Su estructura es casi idéntica al colesterol, sin embargo, los
fitoesteroles se metabolizan de una forma distinta, ya que se absorben en un 5% y se excretan
rapidamente por la bilis (Plat & Mensink, 2005). Se encuentran en casi todos los tallos, frutos
y hojas vegetales. Sus principales fuentes son los aceites vegetales, semillas oleaginosas,

cereales, legumbres y frutos secos (Mufioz, Alvarado & Encina, 2011).

1.5. Hongos comestibles y medicinales como alimento nutracéutico

Los hongos son un grupo de organismos que incluye especies con carpéforos grandes y
visibles (macromicetos). Los macromicetos mas conocidos son las “setas”, tienen sombrero y
tallo, su hébitat natural son la campifia y los bosques. Pueden ser en su mayoria no
comestibles, comestibles, venenosos y en un minimo porcentaje letales (Boa, 2005). Por sus
atributos sensoriales y nutricionales los hongos son muy apreciados como parte de la dieta en
muchas culturas. A lo largo de la historia se han estudiado los beneficios del consumo de
hongos y se han descrito diversas propiedades nutracéuticas tales como las anticancerigenas y
antitumorales, hipocolesterolémicas, antivirales, antibacterianas e inmunomoduladoras, entre
otras (Mattila et al., 2000). A nivel mundial se ha intensificado el cultivo y consumo de
hongos con propiedades nutracéuticas, asi como el estudio de sus compuestos bioactivos. Los
metabolitos secundarios de los macromicetos son aislados del carp6foro (cuerpo fructifero del
hongo) para la obtencién de compuestos bioactivos y la produccion de medicamentos

comerciales (Smith et al., 2002).

En las dltimas dos décadas se ha incrementado la utilizacion de los hongos como
nutracéuticos y se ha investigado y autorizado completamente muchas especies comestibles
para uso medicinal. Actualmente se conocen cerca de 2,000 especies de hongos comestibles,
sin embargo, muy pocos se cultivan y comercializan. Las principales especies de hongos
comestibles con propiedades nutracéuticas son: Lentinula edodes (Shiitake), Grifola frondosa
(Maitaki), Flammulina velutipes (Enoki) y Pleurotus spp. (Ostra); especies de hongos
medicinales y nutracéuticas como Ganoderma lucidum (Reishi) y Trametes versicolor no son
directamente comestibles por su sabor amargo y textura gruesa. Por ejemplo, estudios con el
macromiceto G. lucidum han demostrado efecto hipolipemiante, hipoglicémica e
inmunoprotectora debido a su alto valor nutricional y accion farmacologica de los metabolitos
secundarios (Paredes & Valverde, 2006; Salgado et al., 2016).

25



1.6. Hongo medicinal Ganoderma lucidum

1.6.1 Historia de Ganoderma lucidum

Ganoderma se deriva de la palabra griega “Ganos” que significa brillo o resplandor y
“Derma” que significa piel. ES un hongo basidiomiceto satinado al exterior, de gran tamario,
textura lefiosa (Quiriz, 2012). En China es conocido con el nombre de Lingzhi, y Reishi en
Japoén, se caracteriza por ser una seta herbaria altamente consumida por sus propiedades
medicinales mas que por su valor nutritivo. Se encuentra en la naturaleza en arboles de
ciruelo, crece en una amplia variedad de arboles muertos o moribundos, por ejemplo, arboles
de hoja caduca, especialmente encino, roble, arce, olmo, sauce y magnolia. Su crecimiento se

ubica principalmente en Europa, Asia'y América del Norte y del Sur (Solomon, 2005).

Afos atrds, emperadores y reyes de Asia consumian Ganordema a pesar de su produccion
limitada y poca accesibilidad para la mayoria de poblacién. A partir de 1971 en China'y Japdn
se logré cultivar por el hombre y comenzé a extenderse en paises como Taiwan y Malasia para
su consumo en infusién, polvo de esporas, extractos y concentrados con la finalidad de
mejorar la salud, aumentar la longevidad y combatir enfermedades como la hepatitis,

bronquitis cronica, gastritis, crecimientos tumorales y trastornos inmunoldgicos (Rios, 2008).

1.6.2 Caracteristicas generales del hongo medicinal Ganoderma lucidum

Investigaciones previas indican que el hongo medicinal G. lucidum tiene componentes
antihipertensivos, antineoplasicos, hipolipidemicos y antiplaquetaria (Ortiz & Rivasplata,
2015). Entre los compuestos bioactivos presentes en esta especie se encuentran los
ergosteroles, los triterpenoides (alcoholes y acidos ganodéricos) y los polisacaridos (B-D-
glucanos). Es conocido como adaptogeno debido a que incrementa la resistencia del cuerpo y
lo fortalece para sobreponerse ante la enfermedad de manera rapida (Ortiz & Rivasplata,
2015).

1.6.3 Caracteristicas bioldgicas del hongo medicinal Ganoderma lucidum
Las especies de Ganoderma pertenecen al reino Fungi, divisién Basidiomicota, clase
Homobasidiomicetes, orden Aphylloporales, familia Ganodermataceae y género Ganoderma
(Wasser & Weis, 1999). Contienen esporas, y una apariencia lefiosa o coriacea. Se desarrollan

bajo condiciones elevadas de calor y humedad, se encuentran en regiones tropicales y
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subtropicales. Crecen sobre madera en descomposicion absorbiendo los nutrientes a través de
hifas (Moncalvo y Ryvarden, 1998). El ciclo de vida de G. lucidum inicia cuando una
basiodiospora germina para formar una colonia de ramificacion de hifas filamentosas, este
micelio joven se compone por un ndcleo haploide formado por reproduccion mitotica.
Posteriormente, se desarrolla el micelio homocarién (con ndcleos genéticamente idénticos)
que se expande a traves del suelo y la madera para combinarse con un homocarion
sexualmente compatible y crear un micelio heterocariético (dicarion). El surgimiento de un
hongo a partir de la colonia comienza con el desarrollo de un nudo de hifas. Los basidios se
forman en los extremos de las hifas cuyas puntas dejan de crecer en la superficie de las
laminillas del cuerpo fructifero. Los basidios dicaridticos se fusionan y se someten a la
meiosis para producir cuatro nucleos haploides, cada uno de los cuales se desplazan a una de
las cuatro basidiosporas formadas a partir del basidio (Castillo, 2016). Cada basidio genera,
basiodiosporas que al liberarse y una vez halladas las condiciones apropiadas germinan para
dar origen a un nuevo micelio (Véasquez, 2013) (Figura 3).

Micelio dicariético

Micelios
haploides (n) a +,n)
(+) (+) PLASMOGAMIA

Basidiocarp
(dicarionte

4 / Germinacion
/

; Basidiosporas (n)

MEIOSIS

Figura 3. Ciclo de vida de Ganoderma lucidum. (Castillo, 2016).
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1.6.4 Morfologia del hongo medicinal Ganoderma lucidum

Los Ganodermataceae son basidiomicetos que causan la pudricién blanca de maderas
duras como el roble y el arce, por la descomposicion de la lignina, asi como celulosa y
polisacéridos relacionados. Los basidiocarpos producidos de forma natural por G. lucidum
muestran varias caracteristicas morfologicas; sésiles, estipitado, imbricados y no imbricados.
La variacion morfologica parece ser afectada por las condiciones ambientales durante el

desarrollo del basidiocarpo (Castillo, 2016).

El cuerpo de G. lucidum consta de tres partes principales, un gorro en forma de rifién, el
eje y esporas (Figura 4). El tamafio del gorro puede ser superior a 10 cm de diametro, tiene un
color caoba que perdura al madurar, lo Unico que varia es el color del borde, que al principio
es amarillento, y en los ejemplares adultos es blanco. Es de superficie lisa y un poco ondulada,
con un aspecto brillante (Ramacharaka, s.f.). Generalmente el sistema de las hifas es trimitico,
ocasionalmente dimitico, las hifas generativas son hialinas, de paredes delgadas y ramificadas.
Los basidios y basidiosporas son considerados como los mas importantes para la identificacion
de especies. Los basidios alcanzan un tamafio relativamente grande y van desde ensanchados a
piriformes. Las basidiosporas son ovoides o elipsoide-ovoide, truncadas en el apice (Seo &
Kirk, 2000).

( 4 3 )

Gorro en forma
de Rifion

Eje del hongo

%, &4

Figura 4. Morfologia de Ganoderma lucidum. (Ramacharaka s.f.)
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1.6.5 Clasificacion de Ganoderma lucidum
Se estima que hay aproximadamente 1.5 millones de especies de hongos alrededor del
mundo de los cuales se describen aproximadamente 82,000. La mayoria de las especies
conocidas pertenecen a macrofungi de los cuales, alrededor de 5,000 son comestibles y de
estos 2,000 son seguros para el consumo humano (Deepalakshmi et al., 2013). Existen méas de
2000 especies conocidas de G. lucidum, pero solo seis tipos han sido estudiados a detalle: rojo,

negro, azul, blanco, amarillo y pdrpura (Ramacharaka, s.f.) (Tabla 7).

Tabla 7. Los seis tipos de Ganoderma lucidum

Color Sabor Nombre Japonés Atribucién en la salud

Azul Agrio Aoshiba Mejora la vista y la funcion hepatica; calma los nervios

Rojo Amargo  Akashiba Ayu@a a los 6rganos internos; mejora la memoria y la
vitalidad

Amarillo Dulce Kishiba Fortalece la funcion del bazo

Blanco Picante Shiroshiba y mejora la funcién pulmonar

Negro Salado Kuroshiba Protege los rifiones

Morado  Dulce Murasakishiba Mejora la funcién del oido, articulaciones, musculos;

ayuda a la piel

Fuente: Solomon P. (2005).

Alrededor del mundo se han descrito mas de 250 especies de Ganoderma. Hoy en dia,
existen diversas publicaciones relacionadas con este hongo y actualmente se comercializa a
gran escala. Los aislados, segun la literatura referente a practicas terapéuticas, usualmente
hace referencia a la especie G. lucidum (Wang et al., 2012). El tipo genérico de G. lucidum
(Curtis) P. Karst. fue originalmente reportado de Peckham, Inglaterra, Reino Unido (Cao et
al., 2012). Se distribuye desde el Amazonas a regiones del sur de Norteamérica y gran parte de
Asia. Moncalvo y Ryvarden (1998), senalaron que su distribucién es en regiones tropicales y
subtropicales. Estudios realizados en México entre el 2002 y 2012 sobre la distribucion de
especies de Ganoderma y los substratos o tipos de vegetacion en que se han colectado, se
presentan en la siguiente Tabla 8.
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Tabla 8. Distribucidn en México de especies de Ganoderma

Estado/Entidad

Especies

Sustrato

Referencias

Colima,
Guanajuato y
Jalisco

G. lucidum y G. curtisii

En troncos de encino (Quercus)

Alvarado-Rosales et al.
(2007)

Sonora G. adspersum, G. Bosques de pino-encino, Montafio et al. (2006)
curtisii y G. lucidum diversos bosques, vegetacion
tipo matorral
Veracruz G. sessile (= G. No especificado Suarez-Medellin et al.

resinaceum)

(2012)

Aguascalientes

G. lucidum

En &rboles jovenes y maduros,
vivos 0 muertos de Quercus
potosina

Moreno-Rico et al. (2010)

Hidalgo G. applanatum, G. Bosque mesofilo de montafia y Romero-Bautista et al.
brownii, G. curtsii, G. en bosque de Abies (2010)
lobatum, G. lucidum

Durango G. lucidum, G. Bosques de pino y pino-encino Diaz et al. (2005)
applanatum, G.
lobatum, G. curtisii, G.
tsugae

Chihuahua G. lucidu, G. lobatum Bosques de pino, pino-encino, Diaz-Moreno et al. (2009)

bosque de tascate, selva baja
caducifolia

Querétaroy

G. lucidu, G. lobatum,

En bosque de Quercus sp.

Valenzuela et al. (2002);

parte de G. applanatum Landeros et al. (2006)
Guanajuato
Jalisco, Hidalgo,  G. curtisii Bosques de pino- encino Torres-Torres & Guzman-
Morelos Dévalos (2005)
Puebla, México, G. applanatum En Quercus sp., y Pinus sp.
Morelos
Tello (2010)

Guerrero, G. curtisii En Quercus sp. y madera en
Morelos descomposicion
Morelos G. subamboinese, En Quercus sp., Casuarina sp., Tello (2010)

G.resinaseum, G. Sphathodea campanulata

sessil, G.lobatum, G.

colossus
Puebla, Jalisco, G. lucidum En Quercus sp. Tello (2010)

Morelos

Fuente: Gonzélez B. (2015).
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1.6.6 Compuestos bioactivos de Ganoderma lucidum y sus propiedades
funcionales y nutracéuticas
G. lucidum contiene principalmente proteinas, grasas, carbohidratos y fibra (Solomon,
2005). El cuerpo fructifero, los micelios y las esporas de G. lucidum contienen
aproximadamente 400 compuestos bioactivos diferentes, que incluyen triterpenoides,
polisacaridos, esteroles, esteroides, &cidos grasos, proteinas y oligoelementos (Tabla 9) (Rios,
2008). En G. lucidum, los triterpenos suprimen el crecimiento y el comportamiento invasivo
de las células cancerosas, mientras que los polisacaridos estimulan el sistema inmune,
incrementan la produccion de citocinas y la actividad anticancerosa de las células inmunes
(Muller et al., 2006).

Tabla 9. Principales compuestos en Ganoderma lucidum

Polisacaridos

Heteroglucano PL-1

Heteroglucano PL-2

Homoglucano PL-3

Ganoderano A

Ganoderano B

Ganoderano C

Lanostanoides

Acido ganodérico alfa

Acido ganodérico A

Acido ganodérico B

Acido ganodérico C

Acido ganodérico C1

Acido ganodérico C6

Acido ganodérico Z

Aldehido ganodérico A

Acido ganolucidico A

Acido lucidénico A

Acido lucidénico D

Acido ganodérmico R

Acido ganodérmico S Acido ganodérico D Ganoderiol A
Ganoderiol B Ganoderiol E Ganoderiol F
Lanosterol Lucidona A Lucidumol B
Cerevisterol Ganodermenonol Ganodermadiol

Ganodermatriol

Ganodermanondiol

Ganodermanotriol

Esteroides

Ergosterol

Ergosterol perdxido

Palmitato de ergosta-7,22-dien-3pB-ilo

Linoleato de ergosta-7,22-dien-3p-

ilo

Pentadecanoato de ergosta-
7,22-dien-3p-ilo

3pB-5a-dihidroxi-6p-metoxiergosta-7,22-

dieno

Ergosta-7,22-dien-3p-ol

Ergosta-4,7,22-trien-3,6-
diona

24-Metilcolest-7-en-3p-ol

Adaptado y modificado de Rios (2008).



Se han realizado diversos estudios de G. lucidum que muestran los efectos
farmacolodgicos, inmunomoduladores, antiateroscleroticos, antiinflamatorios, analgésicos,
quimiopreventivos,  antitumorales, radioprotectores, antibacterianos,  antivirales,
hipolipidémicos, antifibréticos, y hepatoprotectores en el organismo (Wasser & Weis, 1997;
Chang & Buswell, 1999; Jong & Birminhgham, 1992) (Tabla 10). Ademas, G. lucidum se
considera un coadyuvante alternativo en el tratamiento de la leucemia, el carcinoma, la
hepatitis y la diabetes (Jong & Birminhgham, 1992; Hobbs, 1995; McKenna, Jones & Hughes,
2002).

Tabla 10. Compuestos bioactivos de G. lucidum y sus efectos a la salud

Compuestos bioactivos Efecto Referencia

Adenosina Antiagregante plaquetario Kawagishi et al., (1993)

Lecitinas

Mitogénesis
Antihipertensivo
Antiinflamatorio
Hepatoprotector

Hipoglucemiante

Ngai & Ng. (2004)

Kim et al. (2000), Oh et al., (2000) Ukai et
al., (1983)

Zhang et al., (2002)

Bastami et al., 2007; Zhang & Lin, 2004;
Zhang et al., 2003

Polisacaridos

Inmunomodulador

Anti-tumoral

Zhang & Lin (2004); Gao et al., (2000); Li
et al., (2000); Li & Zhang (2000); Ooi,
Ooi & Fung, (2002); Li et al., (2007);
Paterson, (2006); Yuen & Gohel, (2008);
Zhang et al., (2007); Shao et al., (2004)

Proteina (LZ-8)

Inmunomodulador
Inmunosupresor
Antimicrobiano

Anti-inflamatorio

Antioxidante

Van der Hem et al., (1995)
Van der Hem et al., (1995)
Smania et al., (1999), Gao et al., (2003a).

Min et al., (2001) zZhu et al., (1999), Xiao-
Ping et al., (2009), Jia et al., (2009); Xu et
al., (2009)

Terpenoides

Citotoxico
Hepatoprotector
Hipolipemiante

Hipotensivo

Gao et al.,, (2002b), Gonzilez et al.,
(2002), Kimura et al., (2002), Su et al.,
(2000), Wu et al., (2001)

Chen & Yu, (1993)

Shiao (1992), Hajjaj et al., (2005); Gao et
al., (2004b); Meneses et al., (2016)

Adaptado y modificado de Petlacalco, (2016).
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1.6.6.1. Compuestos terpenoides

Los triterpenos de G. lucidum son derivados lanostanoides con un alto grado de
oxidacion. Se han identificado al menos 140 triterpenos diferentes en G. lucidum. La mayoria
son de sabor amargo y se producen en gran medida como el &cido ganodérico. Estudios
preliminares indican que las esporas contienen altas cantidades de acidos ganodéricos que
otras partes del hongo (Figura 5). La composicion triterpénica del cuerpo del hongo varia
segun la zona en la que se cultiva (Solomon, 2005).

Ganodericl A Acido lucidénico A

Lucidona A Lanosterd

CHyC00"

Acido lanosta-7,9(11), 244rien-3c, 1 So-diacetox-26-0ico Ganomastenol A1

Figura 5. Ejemplos de diferentes tipos de terpenoides aislados de Ganoderma lucidum. (Rios, 2008).
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Los acidos ganodéricos A, B, C y D, éacido lucidénico B y ganodermanotriol tienen
efectos antioxidantes en el organismo debido a la oxidacion inducida por pirogalol en
membranas de eritrocitos y peroxidacion lipidica en microsoma hepatico inducida por Fe(ll)-
ascorbato (Paterson, 2006). Ademas, los acidos ganodéricos de G. lucidum inhiben la aldosa
reductasa y las enzimas a-glicosidasas. La aldosa reductasa convierte la glucosa en sorbitol,
paso clave en la via del Poliol; al incrementarse genera cambios severos que incluye la
disminucion en los niveles de NADPH, glutation y miositol; cada uno con un papel importante
en el desarrollo de la microangiopatia diabética. (Fatmawati et al., 2010a, 2010b, 2011a,
2013). La acumulacién de sorbitol en pacientes diabéticos puede causar complicaciones como
neuropatia, cataratas y retinopatia (Bhatnagar & Srivastava 1992; Schemmel et al., 2010). La
enzima o-glicosidasa convierte los disacaridos y oligosacaridos en glucosa en el epitelio del
intestino delgado y, por lo tanto, la inhibicion de la a-glicosidasa realizada por los acidos

ganodéricos conduce a aliviar la hiperglucemia (Fatmawati et al., 2011b).

Estudios han demostrado que el &cido ganodérico B tiene efectos hepatoprotectores; el
acido ganosporérico disminuye los niveles de glutamato piruvato transaminasa (GPT/ALT) en
ratones con lesién hepética por CCl4 y GaNI y exhibe efectos hepatoprotectores (Chen & Yu,
1993). Derivados triterpénicos oxigenados de G. lucidum presentan propiedades
hipocolesterolemiantes (Shiao et al., 1994). Se ha descubierto que los ganoderoles A y B
inhiben la via de sintesis de colesterol (Hajjaj et al., 2005). Los triterpenos con un grupo
funcional en C-15 (hidroxilo o acetoxilo) y un carbonilo en C-26 inhiben la sintesis de
colesterol por medio de la inhibicién de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoA), y los derivados con un 15a-hidroxilo inhiben la 14a-metil-demetilasa,
enzima clave en la sintesis post-mevalonato del colesterol (Shiao et al., 1994). Por tanto, los
triterpenos, polisacaridos, proteoglicanos y proteinas de G. lucidum, son responsables de los
efectos hipoglucémicos, reducen los niveles de glucosa en higado y plasma para prevenir la
hiperglucemia (Ma, Hsieh & Chen, 2015).
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1.6.6.2. Polisacaridos

Los polisacaridos de G. lucidum representan un importante grupo fitoquimico desde el
punto de vista farmacoldgico. Se han aislado mas de 100 tipos de polisacaridos del cuerpo
fructifero, esporas y micelios de G. lucidum (Rios, 2008). Los componentes mas relevantes
son los B-D-glucanos consisten en un esqueleto lineal, derivados de B-D-glucopiranosa (1-3)
con 1 a 15 unidades de mondmeros de B-D-glucopiranosa (1-6) como cadenas laterales
(Figura 6). Los B-D-glucanos solubles en agua, existen con cadenas de heteropolisacaridos de
xilosa, manosa, galactosa, acido urénico y complejos B-D-glucanos-proteina que estan
presentes en un 10-50% en G. lucidum seco (Gao et al., 2002a; Chen et al., 1998).
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Figura 6. Ejemplo de polisacarido aislado de Ganoderma lucidum. (Rios-Cafiavate, 2008).

Existe evidencia de la eficacia de los B-glucanos para reducir las concentraciones de
glucosa en sangre y la disminucién de la hiperlipidemia y la hipertension (Kim et al., 2005,
Goff et al., 2007). Un mecanismo del efecto de los B-glucanos para reducir la glucosa en la
sangre es que produce un retraso en el vaciado del estdmago para que la glucosa dietética
aumente su absorcion de manera gradual. Por lo que, los B-glucanos pueden disminuir el

apetito y reducir la ingesta de alimentos (Kiho et al., 1995).

Otro mecanismo posible para la disminucion de los niveles de glucosa en sangre dado por
los B-glucanos es por medio de la activacion de la via PI3K/Akt relacionada con la regulacion
de la insulina que se mantiene en equilibrio por fosforilacion y desfosforilacion (Figura 7).
Las fosfoinositol 3-quinasas (PI3K) autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de
insulina (IRS), posteriormente se fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2)

convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual
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conduce a la activacion de la proteina quinasa B (Akt), clave en la transduccion de sefial y
efectos de la insulina sobre la translocacién de GLUT4 y la captacion de glucosa (Cheatham et
al., 1994). Por tanto, la reduccion de la actividad de PI3K/Akt desempefia un papel clave en la
patogénesis de la diabetes. Los B-glucanos aumentan la activacion de PI3K/Akt a través de
varios receptores como dectina-1, receptor de complemento 3, lactosilceramida y los
receptores Scavengers, cada uno induce a distintas rutas de sefializacion (Hsu, Lee & Lin,
2002; Chen & Seviour 2007).

Ademas, los B-glucanos son capaces de reducir la hipertension. Un estudio realizado en
ratas genéticamente modificadas con hipertension espontanea, alimentadas con una dieta que
contenia 5% de Shiitake (Lentinus edodes) o Maitake (Grifola frondosa) produjo una
disminucion de la presion arterial sistémica media (Kabir et al., 1987, 1988; Kabir & Kimura,
1989). Por otra parte, el consumo de basidiocarpos enteros de Maitake causd una disminucion
de la presion arterial en un modelo de ratas obesas con diabetes (Talpur et al., 2002a, 2002b,
2003).
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Figura 7. Vias de traduccién intracelular de la insulina. (Fortich. s.f).
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Los polisacéridos de G. lucidum tienen un bajo peso molecular y pueden causar efectos
hipoglucémicos, proteger las células pancreaticas de la muerte celular y promover la
regeneracion celular mediante la regulacion de la proteina Bcl-2(linfoma de células B), la cual
constituye un punto clave en la apoptosis celular. Estos polisacaridos reducen los niveles
séricos de glucosa y niveles anormales de insulina sérica en ratones con diabetes tipo Il
inducidos con estreptozotocina(STZ) con una dieta alta en grasa (Li et al., 2011). Ademas, los
polisacaridos permiten disminuir el estrés oxidativo de las mitocondrias, inhibir la actividad y
la nitracién de manganeso superdxido dismutasa (Mn-SOD), suprimir la actividad de la
enzima glutation peroxidasa (GPx), disminuir la expresion de la enzima redox p66Shc y
fosforilacion (Ma et al., 2015).

Estudios previos han demostrado que los polisacéridos de G. lucidum (GI-PS) exhiben un
potencial antihiperglucémico en ratas; los resultados sugieren que los GI-PS pueden disminuir
significativamente la glucosa plasmatica en ayunas, colesterol total y triglicéridos en ratas
diabéticas inducidas por streptozocina (STZ). Estos efectos se deben a sus actividades
antioxidantes y la capacidad de inhibir la produccién de éxido de nitrégeno ocasionada por
STZ (Zheng et al.,, 2012). Las propiedades antiinflamatorias de los polisacéaridos de G.
lucidum podrian ser Gtiles en la prevencién de enfermedades cardiovasculares y respuestas
inflamatorias al disminuir la expresion de IL-1 B (Liang et al., 2014). En pacientes con
enfermedades coronarias los polisacéridos de G. lucidum reducen significativamente el
porcentaje de electrocardiograma (ECG) anormal, la presion arterial y el nivel de colesterol
sérico, el cual se mantiene constante (Gao et al., 2004b). También, disminuyen la oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y tienen efecto antioxidante (Paterson, 2006). Por otro
lado, debido a la baja solubilidad y viscosidad de B-glucanos se han propuesto como un
mecanismo de accion en la disminucion de la absorcion de colesterol y triglicéridos en el
intestino, asi como una mayor excrecion de acidos biliares fecales y colesterol (Theuwissen &
Mensink, 2008). Ganoderma lucidum puede afectar la sintesis de colesterol ya que interviene
en la accion de HMG-CoA, o en la ultima etapa de lanosterol 14a-metil-desmetilasa:
citocromo P-450-desmetilasa (P-45014DM), catalizando la velocidad en la conversion de
lanosterol-colesterol (Walker et al., 1993; Frye & Leonard,1999).
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Adicionalmente, un estudio realizado en hdmsters y minicerdos demostr6 que G. lucidum
tienen un potencial de reduccion del colesterol en estos dos modelos animales. Probablemente,
los componentes fibrosos y glucanos de G. lucidum son responsables de las alteraciones
observadas en esteroles fecales neutros y acidos biliares de ambas especies animales
contribuyendo a la reduccion del colesterol (Berger et al., 2004). Un articulo de la revista
Lipids in Health and Disease demostré que las esporas de G. lucidum (GLSP) podrian usarse
como un ingrediente para atenuar la diabetes mellitus a través de actividades anti-
hiperglucémicas y anti-hiperlipidémicas, debido a la actividad de la HMG-CoA asociada con

el metabolismo de las lipoproteinas (Wang et al., 2015).

1.6.6.3. Proteinas
Diferentes proteinas bioactivas se han aislado de G. lucidum. Una de ellas, es Ling Zhi-8,

tiene propiedades inmunoduladoras y anti-diabetes de tipo | (Kino et al., 1989, 1990).
Disminuye la concentracion plasmatica de glucosa, la infiltracion de linfocitos y aumenta la
deteccion de anticuerpos de insulina en células beta en ratones diabéticos no obesos, es
responsable de la actividad inmunomoduladora para inhibir la diabetes mediante el ajuste de
subconjuntos de células inmunes (Ma et al.,, 2015). Otro péptido denominado GI-PP
(Ganoderma lucidum peptide) posee propiedades antitumorales y antiangiogénicas, induce
apoptosis e inhibe la proliferacion celular (Cao & Lin, 2006). El acido proteoglicano FYGL
(Fudan-Yueyang-G. lucidum) extraido de G. lucidum puede inhibir in vitro la PTP1B
(Proteina tirosina fosfatasa 1B) (Teng et al., 2012). PTP1B ayuda en la regulacion negativa de
la sefalizacion del receptor de insulina y disminuye la expresion de la subunidad B del
receptor de insulina (Combs 2010; Feldhammer et al., 2013). Tiene efectos hipoglucémicos e
hipolipidémicos dependientes de la dosis, aumenta los niveles de insulina en la sangre,
disminuye la expresion de la proteina PTP1B en las células del musculo esquelético y en
células de los adipocitos induce las expresiones de la proteina transportadora de glucosa 4
(GLUT4) en ratones diabéticos. Ademas, aumenta el uso de glucosa en las células musculares
y reduce la produccion de glucosa hepatica en la sangre para disminuir los niveles de glucosa
(Teng et al., 2012).
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1.6.6.4. Efecto antitumoral e inmunomodulador

Los polisacaridos (B-D-glucanos) aislados de G. lucidum son responsables del efecto
antitumoral. Los B-D-glucanos se unen a superficies de leucocitos o proteinas especificas de
suero gque conducen a la activacion de macrofagos, células T, células aniquilantes y otras
células efectoras (Konopski et al., 1994; Mueller et al., 2000). Algunos triterpenoides como
los &cidos ganodéricos T-Z aislados de G. lucidum presentan actividad citotoxica en células de
hepatoma (Lin, Tome & Won, 1991). Los polisacaridos y triterpenoides son los principales
contribuyentes al efecto anticancerigeno de G. lucidum, aunque constituyentes como las

proteinas, también desarrollan este efecto (Figura 8) (Mizuno, 1995).
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Figura 8. Posibles blancos moleculares de G. lucidum. Los constituyentes de G. lucidum (por ejemplo, B-D-
glucano) modificaron Ras/Erk, c-myc, proteina CREB y mitégeno activado usando proteina quinasa, que pueden
proporcionar una explicacion del efecto preventivo y anticancerigeno de G. lucidum. Adaptado de Gao et al.,
2002a.

En paises asiaticos, los compuestos bioactivos de G. lucidum se utilizan como un solo
agente o en combinacion con medicamentos herbarios o farmacos para aprovechar el efecto

antitumoral e inmunomodulador (Figura 9 y10)
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Figura 9. Los mecanismos para el efecto preventivo y antitumoral del tumor de G. lucidum. Los constituyentes
activos de G. lucidum pueden operar a través de varios mecanismos incluyendo el aumento de la desintoxicacion
de los carcindgenos (linea 1), el aumento de la expresion y la actividad de las enzimas de la Fase Il (linea 2), la
inhibicion de la exposicion de los 6rganos carcindgenos por absorcion reducida o aumento de la excrecion (linea
4), disminucién de la formacion de metabolitos toxicos y formacion de aductos con macromoléculas (linea 5),
aumento de la respuesta inmune del huésped (por ejemplo, activacién de macrofagos y linfocitos T) (linea 6),
efectos antioxidantes y de eliminacion de radicales (linea 7), efecto antipromocion (linea 8 ), antiproliferacion
(linea 9), induccion de células tumorales (linea 10), induccion de diferenciacion (linea 11), citotoxicidad directa,
induccion de la detencion del ciclo celular, antiproliferacion y modulacion (linea 12), antiprogresion e inhibicion
del crecimiento tumoral (linea 13), antimetastasis (linea 14) y antiangiogénesis (linea 15). Adaptado de Gao et
al., 2002a.
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Figura 10. Los efectos inmunomoduladores de G. lucidum. Los principales efectos inmunomoduladores de las
sustancias activas derivadas de G. lucidum incluyen la mitogenicidad y la activacion de células efectoras inmunes
tales como linfocitos T, macréfagos y células NK que conducen a la produccion de citoquinas que incluyen ILs,
TNF-o e IFNs. También se han descrito otros efectos, como la inhibicién de los mastocitos y la activacion de los
linfocitos B. Adaptado de Zhou et al., 2002a.
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1.6.6.5. Actividad hepatoprotectora

Para el tratamiento de la hepatopatia cronica de diversas etiologias se ha utilizado G.
lucidum. Estudios in vitro indican que los polisacéridos y triterpenoides de G. lucidum
presentan actividades protectoras contra la lesion hepatica inducida por productos quimicos
toxicos (por ejemplo, CCl4) y actividad antihepatitis B (Zhou et al., 2002b; Gao et al., 2003b).
La Universidad Medica de China evalud los efectos del extracto de G. lucidum (GLE) en un
modelo de fibrosis hepética inducida por CCI4 y con la administracion repetida de
tioacetamida (TAA) en ratas. La administracion oral de GLE disminuy6 la fibrosis hepética
inducida por TAA. Asimismo, la Universidad Normal del Sur de China, analizo la actividad
hepatoprotectora ante el virus de la hepatitis B de un liquido fermentado de G. lucidum
suplementado con un extracto de Radix Sophorae flavescentis. Los resultados indicaron que la
mezcla de G. lucidum y R. flascentis tienen excelentes efectos positivos ante el dafio hepético

ocasionado por el virus (Li et al., 2006).

En una investigacion realizada por el Instituto Amala de Ciencias Médicas, concluyeron
gue G. lucidum protege el higado del estrés oxidativo mitocondrial y mejora la actividad de la
cadena de transporte electrones, al realizar un ensayo en el que se intoxicaba a ratones con
tetracloruro de carbono. Por lo que, el efecto protector de G. lucidum contra el dafio hepatico
podria estar mediado por la disminucion en el estrés oxidativo y la restauracion de la actividad
de las enzimas mitocondriales (Sudheesh et al., 2012). Se han propuesto algunos mecanismos
de accion del efecto hepatoprotector sobre el organismo (Figura 11), sin embargo, se
requieren mas estudios para explorar la cinética y los mecanismos de accién de los

componentes de G. lucidum con actividades hepatoprotectoras.
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Figura 11. Posibles mecanismos para los efectos hepatoprotectores de G. lucidum. Estos incluyen los efectos
antioxidantes y de eliminacion de radicales, la regulacion negativa de las enzimas activadoras y la regulacion
positiva de las enzimas destoxificantes, las actividades antivirales, la inhibicién de la b-glucuronidasa, la sintesis
de acidos nucleicos hepaticos y proteinas mejorados, la inhibicién de la sintesis del coldgeno hepatico, los efectos
inmunomoduladores y la modulacidon de la produccion de 6xido nitrico. Adaptado de Gao et al., 2003a.

1.6.6.6. Efecto antidiabético

Se ha demostrado que la combinacién de diabetes y otros factores de riesgo de ECV,
como la hipertension y la dislipidemia, aumentan el riesgo de mortalidad en los pacientes
(Goff et al., 2007). Estudios en animales han mostrado que las fracciones de polisacaridos de
G. lucidum tienen actividades hipoglucémicas e hipolipidémicas. Extractos de G. lucidum
disminuyeron los niveles aumentados de insulina y glucosa en la sangre en ratas después de la
prueba de glucosa oral. Se inhibié el aumento de la glucosa en la sangre sin elevar los niveles
de insulina en la sangre. Los glicanos (ganoderanos B y D) han demostrado una actividad
hipoglucémica significativa en ratones (Solomon, 2005). En pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 se realizo un estudio que mostro que Ganopoly, un extracto de G. lucidum es tolerable
en los pacientes, eficaz y seguro en la reduccion de las concentraciones de glucosa en sangre
(Gao et al., 2004a).

Conjuntamente, estudios muestran que los genes Insig-1 e Insig-2 presentan un papel
importante en la homeostasis de la glucosa (Krapivner et al., 2007), ademas tienen una
funcién clave en la regulacion del colesterol intracelular y el metabolismo de las grasas

(Goldstein, DeBose-Boyd & Brown, 2006). La sobreexpresion hepética de Insig-1 (o Insig-2)
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inhibe la activacion de SREBP-1c en el higado, el cual es un factor clave en el control del
metabolismo de la glucosa hepética y en la homeostasis de la glucosa asociada con la insulina
(Espenshade & Hughes, 2007; Herbet et al., 2006; Horton, Goldstein & Brown, 2002). Un
grupo de investigadores demostraron en ratas diabéticas que bajo un tratamiento con esporas
de G. lucidum se mejora significativamente las composiciones lipidicas en sangre, por lo que,
puede ser una terapia eficaz para el tratamiento de la hiperlipidemia causada por la diabetes
mejorando los niveles de colesterol, triglicéridos y glucosa en la sangre, a través del aumento
del nivel de expresion génica de la sintetizacion de glucégeno (GS2 y GYG1) y la homeostasis

de la glucosa (Insig-1 e Insig-2) (Figura 12)(Wang et al., 2015).
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Figura 12. Regulacion de genes en vias metabolicas manipuladas por GLSP en la dieta de ratas diabéticas de tipo
2Nota: Las flechas en rojo y verde indican la regulacion positiva del gen o la regulacion negativa,
respectivamente. La intervencion GLSP redujo el nivel de glucosa en sangre a través del aumento de la sintesis
de glucégeno (GS2 y GYG1) y la homeostasis de la glucosa (Insig-1 e Insig-2). La reduccién de los lipidos
plasmaéticos se produce después de la administracion de GLSP, por lo que podria estar asociada con el aumento
de la expresion de genes de Acox1 e Insig-1/2. Adaptado de Wang et al., 2015.

43



1.6.6.7. Efecto en enfermedades cardiovasculares

Los principales factores de riesgo que conllevan a las enfermedades cardiovasculares
(ECV) son la hiperlipidemia, hipertension y tabaquismo. Las ECV se caracterizan por el
aumento de triglicéridos y la disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
acompariadas con lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas ya sea con cLDL
normal o ligeramente elevado (Nufiez-Cortés, 2017). Se ha demostrado que los lipidos son
indispensables para la combustion bioldgica, almacenamiento de energia y formacion de
membranas celulares, sin embargo, una elevacion cronica en el perfil lipidico tiene

consecuencias patolégicas para la salud cardiovascular.

Se ha observado que el consumo excesivo de alimentos ricos en grasas saturadas
incrementa las concentraciones sanguineas por encima de un consumo de colesterol (Appleton
& Vanbergen, 2013). En el cuerpo humano la homeostasis del colesterol es controlada
principalmente por la sintesis endogena, la absorcion intestinal y la excrecion hepética del
colesterol dietético. Varios factores de transcripcion llevan a cabo estos procesos que son
fundamentales para el entendimiento de la regulacién del metabolismo del colesterol. La
proteina de unién al elemento regulador del esterol 2 (Srebp2) es el regulador clave de la
expresion génica asociada a la sintesis del colesterol, incluyendo la enzima limitante de la
velocidad 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA). La activacion de
Srebp2 controla la expresion del receptor de lipoproteina de baja densidad (Ldl), que regula la
absorcion de LDL-C por el tejido hepatico (Meneses et al., 2016). Asimismo, el colesterol
hepatico en forma de oxiesteroles aumenta la expresion del factor regulador del esterol, y este
es regulador del factor de transcripcion 1c (Srebplc) debido a que representa un grupo de
ligandos para el factor de transcripcion del receptor X del higado (LXR). Srebplc activa la

expresion de los genes lipogénicos (Repa et al., 2000).

Se ha demostrado que G. lucidum en polvo administrado al 5% en la dieta de ratas
hipertensas durante 4 semanas, disminuyen significativamente el colesterol total plasmatico
(18,6%) en comparacion con los controles, asimismo, los niveles totales de triglicéridos
hepaticos y de colesterol hepatico reducen ante su consumo (Kabir, Kimura & Tamura, 1988;

Soo, 1996). Asimismo, el consumo de extractos de G. lucidum en altas dosis reduce el
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colesterol hepético en un 51,9%, asi como los niveles de triglicéridos hepaticos entre un
43,8% y 56,5%. Ademads, estos extractos reducen significativamente la expresion de genes
lipogénicos como Srebplc, Acaca y Fasn. Por tanto, se reduce la sintesis de acidos grasos
hepaticos y la acumulacion de triglicéridos, y disminuye el riesgo de padecer ECV y diabetes
(Meneses et al., 2016).

Por otro lado, un estudio realizado por el Departamento de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos y el Departamento de Nutricion y Ciencias de la Salud de la Universidad de
Nebraska demostraron que la concentracion alta de colesterol sérico puede ser tratada
analizando la microbiota intestinal, la cual no se encontraba asociada previamente con el
metabolismo del colesterol, sin embargo, actualmente presenta un papel fundamental
(Martinez et al., 2009). Otros analisis mostraron la importancia de la microbiota intestinal en
la regulacién en la homeostasis del colesterol del cuerpo entero y su asociacion directa con el
desarrollo de ECV aterosclerdtica (Koren et al.,2011; Wang et al., 2011).

1.7. Biotecnologia aplicada a los hongos comestibles y medicinales

La biotecnologia se define como un area multidisciplinaria y tecnologica con
aplicaciones que utilizan sistemas biologicos y organismos vivos o sus derivados para la
creacion o modificacion de productos o procesos para usos especificos (Convention on
Biological Diversity, 1992). Una de las aplicaciones de la biotecnologia es el uso de hongos
como materia prima para el desarrollo de alimentos funcionales debido a sus propiedades
medicinales. Dado a los metabolitos secundarios producidos por los macromicetos, se han
aislado del basidiocarpo y extraido compuestos bioactivos mediante procesos biotecnologicos
con la finalidad de emplearse en la produccion de medicamentos comerciales. Sin embargo, es
importante asegurar altos rendimientos y la estabilidad funcional de la biomasa de estos
alimentos, lo cual se logra mediante la implementacion de métodos moleculares como la
secuenciacion y modificacion génetica, y desarrollo de nuevas y mejores cepas con alta
productividad.

En la actualidad disciplinas como la genémica, proteomica conjuntamente con la
bioinformatica, han contribuido al desarrollo de la biotecnologia de los hongos (Aguilar,
2012). Se observan dos tendencias en la biotecnologia de hongos comestibles y medicinales; la

biotecnologia aplicada en hongos comestibles derivada de las técnicas tradicionales, con
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innovaciones bioldgicas, mecanicas y locales derivadas de un contexto social, economico y
ecologico, y la biotecnologia moderna que emplea nuevas tecnologias que permiten el estudio
y manipulacion directa del material genético (ADN) de los hongos comestibles y medicinales,
(Martinez-Carrera et al., 2006). Para un cultivo adecuado de los hongos comestibles y
medicinales son fundamentales las fuentes de carbono, nitrégeno y compuestos inorganicos
como fuentes nutritivas (Wood & Fermor, 1982). El cultivo en medio solido es el méas
utilizado para la propagacién del micelio y su posterior empleo en la produccion de “semilla”,
y consiste en el crecimiento de micelio en granos de cereales (trigo, sorgo, arroz, etc.). Al
obtener el indculo-grano se mantiene en condiciones Optimas para su conservacion hasta su
uso en la inoculacién sobre el sustrato que se empleara para la produccién de cuerpos
fructiferos. También, puede realizarse la obtencion de la “semilla” en medio liquido utilizando
el micelio crecido con el objetivo de producir una mayor cantidad de biomasa de mejor
calidad en menor tiempo. Ademas, se favorece la adaptacion y dispersién del hongo en el trigo
con una facil manipulacién durante la siembra (Guillen-Navarro et al., 1998). Por otro lado,
existe otra técnica, el cultivo en bolsa que incrementa el ndmero de especies
convencionalmente cultivadas, estas son capaces de crecer con sustratos compuestos por
aserrin y desechos agro-industriales (semillas de algodén, olotes, semillas de girasol, residuos
de papel, etc.). La técnica de cultivo en bolsa presenta la ventaja de tener un mayor control de

experimentacién durante el proceso de cultivo (Rendén, 2015).

1.7.1. Cultivo de Ganoderma lucidum

Y. Naoi en 1970 realiz6 exitosamente el cultivo artificial masivo del cuerpo fructifero de
G. lucidum en substratos solidos (Mizuno,1997). Posteriormente, el cultivo sélido artificial se
expandi6é y fue adoptado por los cultivadores con la finalidad de producirse para su venta
comercial, utilizando madera lefiosa y troncos de arbol (Mayzumi et al., 1997; Naoi, 1997) en
bolsas de aserrin y botellas (Chang & Miles, 1989; Quimio, 1986; Tong & Chen, 1990). Estas
técnicas de cultivo presentan la ventaja de producirse en un menor tiempo y con altos
rendimientos (Chang & Miles, 1989), asi, los sustratos pueden ser modificados para mejores
resultados. Ganoderma puede crecer en sustratos de maderas duras y desechos agricolas
(Triratana, Thaithatgoon & Gawgla, 1991).
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Los métodos artificiales de cultivo involucran tipicamente cinco etapas: 1) elaboracion del
inéculo, 2) siembra, 3) formacion del primordio, 4) desarrollo del cuerpo fructifero y 5)
cosecha (Chen & Yu, 1993; Stamets, 1993). De manera general, el indculo es distribuido en el
sustrato estéril, e incubado hasta que el micelio coloniza el sustrato. Se disminuyen la
temperatura y los niveles altos de dioxido de carbono hasta la formacion del pileo. Una vez
obtenido el largo deseado del cuerpo fructifero, este es cosechado. El ciclo de cultivo desde la
elaboracion del inoculo hasta la obtencion del carpoforo varia de 90 a 120 dias (Stamets,
1993), dependiendo de los métodos de cultivo utilizados. Para el maximo aprovechamiento de
los compuestos bioactivos de hongos comestibles y medicinales los métodos de extraccion
mas importantes son: la maceracién, reflujo, extraccion por arrastre con vapor de agua,

extraccion continua, extraccion asistida por microondas y ultrasonido, entre otros (Tabla 11)

Tabla 11. Métodos de extraccién de compuestos bioactivos en hongos

Meétodos de extraccion Descripcion

Maceracion Consiste en remojar el material a extraer con un disolvente, hasta su
méaxima absorcion en los tejidos ablandando y disolviendo las porciones
solubles. En un recipiente de vidrio que no reaccione con el disolvente se
coloca el material a extraer y se cubre con el disolvente elegido. Se tapa y
se deja en reposo, con agitacion esporadica. Posteriormente se filtra el
liquido y si el material contuviera las sustancias de interés, se repite el
proceso con disolvente fresco (puro) las veces necesarias.

Reflujo El material fragmentado disuelto en un disolvente se somete a ebullicion.
La temperatura elevada del disolvente permite una mejor extraccion de los
componentes deseados ya que la solubilidad. Una principal desventaja del
método es que muchos compuestos termolabiles se alteran o descomponen.
Consiste en colocar el material fragmentado en un recipiente conico o
cilindrico, hasta pasar un disolvente apropiado a través del mismo.

Extraccion por arrastre con Consiste en destilar el liquido de interés con vapor de agua solo si el
vapor de agua liquido organico es insoluble en agua y tiene una presion de vapor
apreciable a la temperatura de ebullicion.

Extraccion continua Existen tres disefios basicos de aparatos para realizar una extraccion
continua (Lamarque, et al., 2008)

1. Aparato de Soxhlet para extraccion solido-liquido.

2. Aparato para extraccion liquido-liquido con un disolvente menos denso
que la solucién que contiene la sustancia a extraer.

Aparato para extraccién liquido-  1.Extraccion asistida por microondas

liquido con un disolvente mas L. .

denso 2.Extraccidn asistida por ultrasonido
3.Extraccion mediante tratamiento enzimatico

4.Extraccion fluidos supercriticos

Fuente: Petlacalco (2016).
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G. lucidum puede ser cultivado en sustratos solidos sintéticos formulados a base de
diferentes residuos agroindustriales. Su cultivo produce rendimientos menores en comparacion
a los hongos comestibles cultivables. Sin embargo, la especie mexicana de G. lucidum (cepa
CP-145) se ha cultivado en medios y sustratos convencionales, asi como modificados a través
de la adicién de acido acetilsalicilico (AAS) debido a su efecto sobre el rendimiento, la
composicion y propiedades funcionales de los extractos hidroalcohdlicos (Martinez- Carrera et
al., 2016).

1.7.2. Cultivo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum

La especie de G. lucidum (cepa CP-145), fue aislada de un basidioma silvestre del Estado
de Morelos. Esta cepa se encuentra en el Centro de Recursos Genéticos de Champifiones
Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGEN-HCFM), del Colegio de Posgraduados,
Campus Puebla. La secuencia génetica de la cepa CP-145 se encuentra en GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), con el nimero de acceso LN998989. El mantenimiento de
la cepa CP-145 se subcultiva en agar extracto de malta (EMA, Bioxon), se estriliza
constantemente en la autoclave a 121°C por 15 min, y se incuba a 28-29°C. Para el cultivo y
crecimiento, se preparan dos bolsas de plastico (control y tratamiento) con aserrin de roble
(Quercus acutifolia Née). En ambas bolsas se agrega 1,000 g de aserrin. En la bolsa control se
afiade agua destilada (1,300 ml), y en la de tratamiento una solucién de &cido acetilsalicilico
(AAS, 10 mM, Sigma-Aldrich, EE.UU.). Se agrega AAS en el sustrato para obtener un mayor
rendimiento e incremento en los compuestos bioactivos(acido ganodérico) de G. lucidum.
Ambas bolsas se mezclan homogéneamente y se esterilizan a 121°C durante 90 minutos.
Después, los sustratos esteriles se inoculan mediante una mezcla de 50g de cepa CP-145 por
kg de peso de sustrato fresco (5%, p/p). Las bolsas inoculadas, se sellan y se colocan en
estantes para incubarse en la obscuridad (24-25°C), con humedad relativa (60-70%) y
ventilacion natural, permitiendo el paso de una luz diurna indirecta (aproximadamente 12 h)
durante el ciclo de fructificacion.

Las basidiomas maduros de cada bolsa, se cortan en rodajas (aproximadamente de 1 a 2
cm); y se secan a 40°C en un horno de aire forzado (SMO28-2, ShellLab, USA) durante cinco
dias y se almacenan a -26°C en bolsas de plastico. Las rodajas de los hongos secos se cortan y
se muelen para después colocar 10 g del producto en una bolsa de papel filtro (8 pm) para su

maceracion con 150 ml de tequila blanco (100 afios) por 24 h. Finalmente, se obtienen los
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extractos hidroalcohdlicos (32% en volumen) de acuerdo con la patente (MX322035-B, Julio
8, 2014, Martinez-Carrera et al). Los extractos se concentran a 10 ml en un evaporador
rotatorio rotatorio (HS-2000NS, Hahn Shin Scientific, Corea del Sur) a 38 °C. Luego se
esterilizan con papel filtro (poro medio), se filtran al vacio y se almacenan en tubos Falcén

esteriles (15 ml) a 4 °C hasta su uso (Meneses et al., 2016).

1.7.3. Adicioén de acido acetilsalicilico al sustrato de la cepa CP-145 de Ganoderma

lucidum

El acido salicilico (AS) proviene del sauce (Salix sp.), un arbol cuyas hojas y corteza se
utilizaban como cura para el dolor y fiebre. Johann Buchner en 1828 aisl6 por primera vez la
salicina. Afios mas tarde, se inicio la produccion comercial de AS en Alemania, y fue hasta
1898 que se le otorga el nombre comercial de aspirina por la Bayer Company (Raskin, 1992).

Actualmente es conocido y utilizado debido a sus aplicaciones clinicas.

El AS es un compuesto que se encuentra en todos los tejidos de las plantas, pertenece a un
grupo de sustancias denominadas como fenolicos. Los compuestos fenolicos estan
involucrados en diversas actividades de regulacién en el metabolismo secundario de las
plantas, por lo que, su concentracion se eleva cuando las células, 6rganos o plantas se someten
a acciones de estrés bidtico o abidtico. Ante estas circunstancias, el AS interviene en la
cascada de sefializacidn para generar respuestas de adaptacion en ambientes extremos, como la
expresion de los sistemas de control del dafio oxidativo, y la induccion de la resistencia
sistémica adquirida en el caso de patogénesis. De esta manera, el Acido Acetil Salicilico
(AAS) se origina del uso de diversos productos de plantas que contienen salicilatos (Rendon,
2015). EI AAS se muestra en forma de un polvo cristalino con punto de fusidén entre
135-137°C, se descompone a 140°C. Su solubilidad en agua es a los 25°C (Austin, 1984).

La biosintesis de los triterpenoides (por ejemplo, acidos ganodéricos) procede mediante la
via mevalonato/isoprenoide. El acetil-CoA se utiliza para sintetizar mevalonato y pirofosfato
de isopentenilo, que posteriormente se convierte en pirofosfato de farnesilo (Hirotani, Asaka
& Furuya, 1990; Shiao, 1992). Se ha propuesto que el escualeno sintasa (SQS) y lanosterol
sintasa (LS) participan en la formacion de escualeno y lanosterol, respectivamente (Shang et

al.,2010; Zhao, et al.,2007). La biosintesis de los productos finales de los acidos ganodéricos
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se sintetiza a partir del lanosterol mediante una serie de etapas de oxidacién, reduccion,
hidroxilacion y acetilacion (Xu, Zhao & Zhong, 2010). Debido a la importancia de estos
compuestos presentes en Ganoderma, se han realizado estudios que demuestran que al

cultivarse en un medio sélido se obtiene una mayor produccién de estos acidos.

Un estudio mostrd que la apoptosis de células de induccion mejora la produccion de
metabolitos secundarios de hongos. Los investigadores incubaron con aspirina el micelio
fangico de G. lucidum y evaluaron la apoptosis celular. Se midi6 la produccion y la expresion
de genes implicados en la biosintesis de acidos ganodéricos. Los resultados obtenidos indican
que el &cido acetilsalicilico induce la apoptosis celular en G. lucidum y coincide con la
biosintesis de los acidos ganodéricos. Por tanto, el acido acetilsalicilico mejora la produccion
de metabolitos secundarios en G. lucidum e incluso podria funcionar con otros hongos y

plantas medicinales ( You et al., 2013).

1.8. Propiedades de los extractos de Ganoderma lucidum

Las principales partes medicinales del hongo son las esporas, que contienen los
espordforos, el cuerpo fructifero y el micelio. Diferentes componentes y cantidades de
qguimicos e ingredientes activos estan presentes dependiendo del componente que se utilice y

del método de extraccion (Shiao, 2003).

Existen diversos articulos que muestran las propiedades anticancerosas de G. lucidum,
debido a que inhiben la proliferacion e induccion de apoptosis de diferentes tipos celulares de
leucemia, linfoma y mieloma utilizando extractos estandarizados del hongo (Muller et al.,
2006; Silvia, 2003). Los extractos acuosos de polisacaridos aislados del cuerpo fructifero de
G. lucidum producen un alto porcentaje de ingredientes biol6gicamente activos para la
inmunoestimulacion (Zhang & Lin, 2004). También, han mostrado beneficios al sistema
cardiovascular incluyendo la inhibicién de la sintesis de colesterol (Komoda et al., 1989) y
efectos antioxidantes (Lee et al., 2001; Zhu et al., 1999; Lai, et al., 2006). Los ganoderanos A
y B obtenidos del extracto, tiene efectos hipoglucémicos (Hikino et al., 1985). Asimismo, un
extracto acuoso crudo y el proteoglicano de los cuerpos fructiferos de G. lucidum presenta
efectos antidiabéticos, antihiperlipidémicas y antioxidantes en ratones (Pan et al, 2013; Oluba
et al., 2014; Deepalakshmi & Mirunalini, 2013).

50



Un extracto acuoso de G. lucidum aplicado en ratones diabéticos disminuyd la glucosa en
suero y la expresion hepética de la actividad del fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Seto et al.,
2009). Al realizar un ensayo con diferentes tipos de extractos a concentraciones no citotéxicas
en células uroepiteliales humanas (HUC) se observd un mayor efecto inhibidor del extracto
alcohdlico en comparacion a un extracto acuoso. Por tanto, los extractos etandlicos presentan
una mayor efectividad en comparacion a los acuosos (Lu et al., 2004). Otros efectos
farmacologicos descritos para los extractos etandlicos de G. lucidum son las propiedades
antiinflamatorias, propiedades antihepatotoxicas, hipocolesterolemiantes y antibacterianas
frente a bacterias Gram-positivas, asi como el incremento de la actividad antibacteriana de
antibioticos cuando se administran conjuntamente con un extracto acuoso de G. lucidum
(Paterson, 2006; Zjawiony, 2004).

En Meéxico, la biotecnologia se encuentra en una fase de expansion que requiere de
investigacion, desarrollo y comercializacion de productos que aprovechen la diversidad de
fauna y flora del pais, por ejemplo, la implementacién de estrategias integrales para los
recursos genéticos nativos de hongos comestibles y medicinales de México. EI Colegio de
Posgraduados, Campus Puebla, desarrollé un producto biotecnolégico de alto valor nutricional
y econémico, un extracto hidroalcoholico (32% por volumen) de una especie mexicana de G.
lucidum (cepa CP-145) utilizando una metodologia de extraccion estandarizada y patentada,
donde las mejores condiciones para la obtencion de compuestos bioactivos con propiedades
funcionales y un menor costo requieren de 10 g de pileo cultivado en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente con 24 h de maceracion filtrado al vacio

con filtro de poro medio (Martinez-Carrera et al., 2014).

Posteriormente, se realiz6 el primer estudio en nutrigendmica sobre el efecto de los
extractos estandarizados de esta especie mexicana sobre el metabolismo de lipidos en un
modelo animal, determinando su impacto potencial en enfermedades cardiovasculares,
obesidad y sindrome metabolico. Se analizaron los extractos estandarizados de G. lucidum
(GI) cultivados en sustrato con acido acetilsalicilico (10 mM) en ratones C57BL/6 alimentados
con una dieta alta en colesterol, con la finalidad de evaluar los efectos de los extractos sobre
los parametros bioquimicos séricos, el contenido de lipidos del higado, el metabolismo del

colesterol, y la composicion de la microbiota intestinal (Meneses et al., 2014; 2015a-b; 2016).
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En este estudio se observo que el extracto Gl-1(control) y Gl-2(cultivo adicionado con AAS)
reducen significativamente el colesterol total en suero (por 19,2% a 27,1%), LDL-C (por 4,5%
a 35,1%), la concentracion de triglicéridos en plasma (por 16,3% a 46,6%), colesterol hepatico
(por 28,7% a 52%) y los triglicéridos hepaticos (por 43,8% a 56,6%). Respecto a los efectos
prebidticos de los extractos Gl-1 y GI-2 modulan la composicion de la microbiota intestinal y
aumentan el nivel de género Lactobacillus en comparacion con el grupo control. En la

siguiente Tabla 12 se muestra la composicion nutrimental de los extractos.

Tabla 12. Composicién de los extractos de G. lucidum (cepa CP-145)

Macronutrientes y compuestos Gl-1 (control) GI-2 (adicionado con AAS)
Carbohidratos 0.58% 0.58%

Glucanos 15.96% 17.01%
a-glucanos y B-glucanos 14.18%y 1.77% 15.14%y 1.87%
Proteina total 0.315% 0.365%

Fibra dietética total 0.1% 0.15%

Grasas 0.01% 0.01%
Vitaminas B1, B2, B3, B6, B12, D

Minerales Ca, Fe, Mg, K, Se, Na, Zn, P

Fuente: Meneses et al. (2016).

1.9. Estudios de dosis letal

Hoy en dia, es fundamental realizar estudios de toxicidad para el desarrollo de nuevos
farmacos, sustancias quimicas industriales y alimentos para evaluar el riesgo que un agente
quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud humana. Se dispone de dos vias para evaluar
la posible toxicidad o efectos adversos; la primera hace uso de animales (Tabla 13), y la
segunda son los estudios epidemiologicos retrospectivos. Un estudio de toxicidad debe
llevarse a cabo acorde a las buenas practicas de laboratorio (6 GLPS de "Good Laboratory
Practices"), es decir, que deben implementarse procedimientos normalizados de trabajo para
cada una de las manipulaciones efectuadas. Se requiere de la participacion multidisciplinaria
de profesionistas, condiciones ambientales especiales para garantizar la no interferencia de

factores ajenos a la sustancia ensayada, asi como condiciones de temperatura y humedad
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controlados para los animales de experimentacion, libres de patégenos y deben  ser
manipulados con trajes especiales para evitar la contaminacion( 1QB, s.f).

Tabla 13. Especies animales cominmente utilizadas en estudios toxicoldgicos regulados

Tipo de estudio Especies primarias Especies alternativas
Toxicidad aguda Rata, ratén
Toxicidad multidosis Rata, perro Rat6n, mono.
Carcinogenicidad Rata, raton
Mutagenicidad In Vivo Rat6n
Desarrollo y reproduccién Rata, conejo Rat6n, hamster, mono.
Neurotoxicologia Rata Raton
Inmunotoxicologia y Ratén, cerdo de Guinea Rata

sensibilizacion

Fuente: Jacobson & Keller (2001).

Los ensayos de toxicidad aguda implican la exposicién a una sola dosis minima y dosis
letal (DLso) con la finalidad de observar una reaccion adversa inmediata o de corto plazo
(Ramirez & Soto, s.f.). La sustancia 0 compuesto se administra en animales de una especie en
particular, cepa, edad y peso que son mantenidos bajo condiciones controladas de dieta, jaulas,
temperaturas, humedad relativa y tiempo de dosificacion. En 1917 se introdujo el concepto de
dosis letal el cual representa la muerte de la mitad (50%) de la poblacion estudiada. Los
roedores son la especie méas utilizada en los estudios de toxicidad debido a que eliminan
rapidamente las sustancias a estudiar, asi como su facil manipulacién y crianza, no obstante,
los principios éticos recomiendan trabajar con un reducido namero de animales para cada
dosis (Rivera et al., 2006). Los principales objetivos de realizar estudios de toxicidad aguda se
observan en la Figura 13.
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Definir toxicidad intrinseca

Predecir dafios en las diferentes
especies en las que se lleva a cabo.

Identificar especies mas
susceptibles

Identificar 6rgano

u organos diana

Proveer informacion acerca de
riesgos de exposicion aguda de la
sustancia

Proveer informacion sobre los
posibles niveles de dosis en los
estudios de administraciones
prolongadas (subcrénicos y
cronicos)

Figura 13. Principales objetivos de un analisis de toxicidad aguda. (Rivera et al., 2006)

Realizar un anélisis de toxicidad es importante para una formulacion de medidas de

seguridad y manejo de la sustancia correcta, asi como establecer una la relacion estructura-

efecto y mecanismo de accion del toxico (Rivera et al., 2006). Los factores que influyen en un

estudio de toxicidad aguda se observan en Tabla 14:

Tabla 14. Factores que influyen en los ensayos de DLsg

Factor a considerar

Descripcion

Especies Diferencias metabolicas

Cepas Deficiencias enzimaticos

Sexo Nivel hormonal/prefnacion
Edad/peso Higado/funcion renal: actividad microsomal

enzimatica

Medio ambiente

Alojamiento, manejo de humedad relativa,
temperatura, actividad.

Dieta

Proteina: grasa, proporcion

Modo de administracion

Ruta/velocidad de administracion

Formulacién

Vehiculo, volumen, pH, osmolaridad

Fuente: Rivera, M., Macias, L., Tinoco, M., Gracia, I., Ruiz, L. 2006.
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En 1997 el Comité de Productos Medicinales Patentados (CPMP) definié la regla de las
3R como objeto para reducir el namero de animales sacrificados anualmente en los estudios de
toxicidad (Figura 14).

Reemplazo Reduccién Refinado
Reemplazar estudios Utilizar la minima Disminuir el estrés
en animales con cantidad de animales en cada estudio

otros métodos en cada ensayo animal

Figura 14. Regla 3R. (Adaptado de Bayer, 2017).

En el caso de los estudios de toxicidad aguda, la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OECD) aprueba el uso de tres principales protocolos, “Acute Toxic
Class Method (ATC/423)”, “Fixed dose procedure (420)” y “Up and down procedure (425)”.
Los tres protocolos permiten el uso minimo de animales para el analisis de toxicidad y
recomiendan emplear ratas hembras entre 8-12 semanas de edad. Respecto a las dosificaciones
evitan la administracion de dosis que se espera que sean letales, solo dosis moderadamente
toxicas. Ademas, el objetivo principal de los protocolos mencionados es determinar los
posibles efectos adversos de una sustancia para estimar la relacion cuantitativa entre la
intensidad de la respuesta biologica medible y la concentracion de la sustancia a administrar.

En la Tabla 15 se describe de manera general en que consiste cada protocolo:
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Tabla 15. Protocolos de la OECD para evaluar la toxicidad en animales

Protocolo

Principio del test

Consideraciones

420(1992)

Los grupos de animales (5 animales de un solo
sexo por dosis) se dosifican en un procedimiento
escalonado con dosis fijas de 5, 50, 300 y 2000
mg/kg (excepcionalmente puede considerarse una
dosis fija adicional de 5000 mg/kg)

La sustancia de ensayo se administra en una
sola dosis por sonda géstrica utilizando un tubo
de estomago o una canula de intubacion
adecuada.

Los animales deben mantenerse en ayunas antes
de la dosificacion. Todos los animales deben ser
observados durante al menos 14 dias.

423(1996)

Es un procedimiento escalonado que utiliza tres
animales de un solo sexo para cada paso.

El nivel de dosis a utilizar como dosis inicial se
selecciona de uno de los cuatro niveles fijados, 5,
50, 300, 2000 y 5000 mg/kg de peso corporal. El
nivel de dosis inicial debe ser el que maés
probablemente produzca mortalidad en algunos
de los animales dosificados.

La sustancia de ensayo se administra en una
sola dosis por sonda géstrica utilizando un tubo
de estbmago o una canula de intubacién
adecuada.

Los animales deben mantenerse en ayunas antes
de la dosificacion. Todos los animales deben ser
observados durante al menos 14 dias.

425(1999)

Analizar sustancias que producen la muerte
dentro de uno o dos dias.La prueba principal
consiste en una progresion de dosis ordenada
Unica en la que los animales se dosifican, con un
intervalo minimo de 48 horas. El primer animal
recibe una dosis por debajo de la DL50 estimada.
Si el animal sobrevive, la dosis para el siguiente
animal se incrementa 3,2 veces la dosis original;
Si muere, la dosis para el siguiente animal
disminuye.

Cada animal debe ser observado cuidadosamente
por hasta 48 horas antes de cambiar la dosis
inicial.

Se puede emplear una prueba limite que es
secuencial y utiliza un méximo de 5 animales.
Puede utilizarse una dosis de ensayo de 2000, o
excepcionalmente 5000 mg / kg.

El ensayo limite se utiliza cuando el
experimentador tiene informacién de que el
material de prueba no sea toxico acorde al
reglamento. En caso de tener poca o ninguna
informacion de la sustancia y/o material sobre
su toxicidad, se debe realizar la prueba
principal.
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1.9.1. Estudios de toxicidad en Ganoderma Lucidum

El Instituto Nacional del Cancer (NIH) define la toxicidad como una medida en que algo
es venenoso o dafiino para el organismo (NIH, s.f.). Otro concepto de toxicidad se define
como “el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos ocasionados por agentes
quimicos o fisicos sobre la estructura y funcion de los sistemas vivos y la aplicacion de estos
estudios para la evaluacion de la seguridad y la prevencion de dafios al hombre y a las formas
de vida utiles” (Hayes, 1975). El término cualitativo se refiere al tipo de oOrgano diana
afectado, en comparacion con otras sustancias conocidas, mientras que él término cuantitativo
se refiere a la relacion dosis-respuesta. De acuerdo con lo anterior, es dificil dividir el efecto
toxico del efecto farmacoldgico, por lo que, Paracelso afirmé en el siglo XVI, “todas las

sustancias son toxicas, solo la dosis determina la toxicidad” (Jurado 1989; Donal, 1997).

Un estudio de toxicidad aguda se refiere al desarrollo acelerado de sintomas y efectos
después de la aplicacién de una dosis Unica relativamente alta en un organismo. En el caso del
analisis de toxicidad en animales la observacion se lleva a cabo después de la administracion
de la sustancia con duracion de 14 dias, posteriormente los animales son sacrificados y deben
ser analizados anatomopatologicamente (Arencibia et al., 2003). Existen pocos datos
reportados sobre los efectos adversos a largo plazo en G. lucidum y sus derivados. Asimismo,
son pocos los estudios sobre los efectos toxicos de G. lucidum en humanos y menos comunes
son los estudios de toxicidad aguda en animales, sin embargo, un estudio in vitro demostro
que el extracto crudo de G. lucidum y el extracto de polisacaridos (PSGL) en altas
concentraciones (> 100 ug/ml) puede causar toxicidad en las células del sistema inmune
(células B) y afectar la viabilidad en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

después de 24 y 48 horas del tratamiento en adultos y nifios sanos (Gill & Rieder, 2008).

En 1979 en Ontario se reportd por primera vez alergias en los pacientes, ocasionadas por
el antigeno de G. lucidum (Tarlo et al., 1979). Ademas, un estudio similar en Nueva Zelanda
mostré los mismos efectos alérgicos a G. lucidum (Cutten et al., 1988). En la India se realizo
un muestreo aerobiolégico debido a la alta prevalencia de esporas de G. lucidum en la
atmosfera. Mediante pruebas intradérmicas en pacientes con alergias respiratorias se corroboro
la alta reactividad y sensibilizacion cutanea a las esporas de G. lucidum en dicha poblacion

(Singh et al., 1995). Ademas, G. lucidum tiene un efecto aditivo sobre los factores de
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coagulacion y prolongacion del tiempo de protrombina. En pacientes con Ulceras gastricas y
hemorragia gastrointestinal activa, G. lucidum muestra un efecto anticoagulante que puede
empeorar el cuadro clinico del paciente (Ulbricht et al., 2010). Por el contrario, se mostroé que
los extractos acuosos de G. lucidum no presentan efectos embriotoxicos o neurotdxicos
cuando se incuban con fibroblastos embrionarios de raton (BALB/3T3) y células de
neuroblastoma de raton (N2a) (Smiderle et al., 2015). En la siguiente Tabla 16 se muestran

diversos estudios de toxicidad de G. lucidum.

Tabla 16. Estudios de toxicidad de G. lucidum

Titulo

Como se usd GL

Dosis

Efecto

Ganoderma lucidum
Spore Powder

(Department of
health and human
services food and

drug administration ,
1999)

1)Toxicidad
aguda: dosis oral
de Spore polvo en
ratones (con peso
de 18-22¢)

2)Toxicidad
acumulativa: dosis
oral de Spore polvo
en ratones (con
peso de 16-20g)

1) Se dosifico 2.15, 4.64
10 y 215 g/kg peso
corporal en 40 ratones
(20 hembras, 20 machos)
por una semana.

2)Se dosifico inicial-
mente 2.15 g/kg de peso
corporal en 60 ratones
(20 hembras, 20 machos;
10 hembras, 10 machos
para el grupo control)
por 25 dias. Dosis
acumulativa 129 g/kg
peso corporal.

1) No se observaron reacciones
adversas ante la dosis de Spore
Powder. El valor de LDso es
mayor a 215 g/kg peso
corporal.

2) No se observaron efectos
significativos en el peso
corporal, anomalias de los
organos internos  (higado,
rifiones y testiculos) en los
ratones con tratamiento en
comparacion al grupo control.

Nutritional Value of
Ganoderma Extract
and Assessment of its
Genotoxicity and
Anti-genotoxicity
using Comet Assays
of Mouse
Lymphocytes

(Chiu et al., 2000)

Extracto en polvo
de Ganoderma.

Toxicidad
subcrénica:

aguda vy

Se utilizaron 10 grupos
de 10 ratones machos
(27£30 g). EI grupo de
tratamiento recibié la
solucién de extracto de
Ganoderma por via oral
a una dosis de 0,9259 g
del extracto liofilizado
/kg pc por 2 semanas.

No se encontrd6 morbilidad ni
comportamiento anormal en
ningln grupo de tratamiento
después de la administracion
del extracto de Ganoderma.

Los niveles séricos de GOT,
GPT vy nitrégeno ureico no
indicaron toxicidad aguda, se

mantuvieron en los rangos
normales. Todos los ratones
vivieron hasta el final del

estudio. Las histologias de
higado y rifion no revelaron
anomalias en las células del
tejido.
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Effects of extracts
from sporoderm-
broken spores of
Ganoderma lucidum
on HelLa cells

Extractos de espo-
ras de G. lucidum

(Zhu et al., 2000)

Tres extractos con
concentraciones de 0-4.8
mg/ml

El extracto I y el extracto Ill
inhiben fuertemente el
crecimiento de células HelLa.
Ademas, el extracto Il es
capaz de bloquear el ciclo
celular a La transiciéon de la
fase G1 a la fase S y la
induccién de una marcada
disminucioén del nivel de calcio
intracelular.

El rompimiento de las esporas

de G. lucidum mejora la
liberacion de la actividad
citotoxica.

La incubacién del extracto |
durante 48 horas causo un
efecto letal dependiente de la
dosis en células HelLa con un
valor de DLso de 4,7 mg / ml.

El extracto podria influir en el
ciclo celular y la transduccion
de la sefial celular alterando el
sistema de transporte de calcio.

Extracto crudo de
G.lucidum, extracto
de  polisacéridos
(PSGL) y extracto
comercialmente
disponible (Reishi)
en forma de
capsula.

Toxicity of a
traditional Chinese
medicine, Ganoderma
lucidum, in children
with cancer

(Gill & Rieder, 2008)

Para evaluar la toxicidad
de los tres extractos se
utilizaron en concentra-
ciones de 1,5,10,20,30,
40, 50, 100, 150, 200,
250, 300 y 350 pg/mL).

Las  células  fueron
incubadas por 24-48
horas en los extractos.

Viabilidad de células Jurkat:

Disminucion significativa de
viabilidad después de 48h con
el tratamiento de Reishi

(20ug/m).  Disminucién  de
viabilidad después de 24h y
48h en altas concentraciones
(100-350 pg/mL) del extracto
de G. lucidum. Disminucién de
viabilidad en bajas y altas
concentraciones de PSGL (10-
350ug/mL).

Viabilidad celular de PBMCs
de adultos sanos

Aumento significativo en la
viabilidad celular después de
48 horas de tratamiento con
GL de 5 pg/mL y PSGL de 1y
5 pg/mL. Aumentos
significativos en la viabilidad
celular después de 300 pg/ml
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de tratamiento con Reishi

después de 24 horas.

Viabilidad celular de PBMCs
de nifios sanos (1,10,50, 100 y
200 pg/mL por 24 y 48 hrs)

A las 24 y 48 horas,
disminuciones dependientes de
la  concentracion en la
viabilidad celular después del
tratamiento GL y PSGL. Con
Reishi al aumentar la
concentraciéon, aumenta la
viabilidad celular en 100 y 200
pg/mL después de 24 y 48
horas de tratamiento. G.
lucidum en altas concentra-
ciones causa toxicidad en las
células del sistema inmuno-
légico, respecto a la viabilidad
celular.

A non-toxic herbal
remedy which
enhance lymphocyte

activity and cytokine
secretion: Ganoderma

lucidum

(Liang et al., 2008)

Polvo de G.
lucidum libre de
metales pesados y
microorganismaos.
El polvo se disolvid
en una solucion de
sal (Balance Hank)
hasta obtener una
concentracion  de
100 mg/ml.

La toxicidad se probd en
2 grupos de ratas (70
ratas para cada grupo)
con y sin G. lucidum. La
dosis de G. lucidum se
calcul6 en relacion al
peso de las ratas.

No se detectd toxicidad ni
cambios fisicos en las ratas. El
peso corporal medio del grupo
tratado con G. lucidum fue de
256 g, mientras que el del
grupo con ausencias de G.
lucidum fue de 247 g.

Antihyperglycemic

Effect of Ganoderma

lucidum
polysaccharides on
Streptozotocin-
Induced Diabetic
Mice

(Li, Zhang , &
Zhong , 2011)

Polisacaridos en
polvo del cuerpo
fructifero de G.
lucidum (GI-PS)

Toxicidad aguda:

Se utilizaron dosis de
500, 2500 y 5000 mg/ kg
pc via oral durante 48 h.

Los resultados indican que los
GI-PS no causan cambios de
comportamiento ni muerte de
los ratones. El valor de DLsg
oral de GI-PS fue superior a
5000 mg/ kg pc. Se redujo la
hiperglucemia en los ratones
diabéticos tratados con GI-PS.

La dosis de 150 mg/kg de GlI-
PS es mas eficaz que la de 50
mg/kg, ya que produjo una
caida significativa en los
niveles de glucosa en ayunas
(FBG). Se redujeron los
niveles de lipidos después de la
suplementacion de GI-PS.
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Protective effects of
Ganoderma lucidum
spore on cadmium
hepatotoxicity in
mice

(Jinetal., 2013)

Esporas de G.
lucidum

0,1,0,5y1,09g/Kkg, po

La espora de G. lucidum es
eficaz en la protecciéon contra
la hepatotoxicidad inducida por
Cd (II). Disminuyd la acumu-
lacion de Cd (1) en los nucleos
hepaticos, las mitocondrias y
los microsomas, pero aumenté
la distribucion de Cd (II) al
citosol, donde Cd (IlI) es
secuestrado por la metalo-
tioneina, una proteina contra la
toxicidad de Cd (I1).

Hepatoprotective
effect of Ganoderma
triterpenoids against

oxidative damage
induced by tert-butyl

hydroperoxide in
human hepatic
HepG2 cells

(Jian et al., 2016)

Cuerpos fructiferos
Secos de G.
lucidum se
pulverizaron

finamente en polvo
ultrafino 'y  se

extrajeron con
etanol al 95% por
extraccion
circulatoria
ultrasénica.

1) Ensayo de MTT para
la citotoxicidad de t-
BHP y concentracion
maxima no citotéxica
de TGs:

Las células se trataron
con concentraciones de
triterpenoides de G.
lucidum (TGs) (50, 100,
200, 400, 800 y 1200 mg
/ ml).

2)El efecto citoprotec-
tor de TGs

Las células HepG2 se pre
incubaron con TGs en

diferentes concentracio-
nes (50, 100 y 200
mg/ml) durante 4 h.

1) La viabilidad celular relativa
fue de 103,27% en HepG2
después del tratamiento con
200 mg/ml de TGs. Las células
HepG2 fueron bien toleradas
para el tratamiento de TGs sin
mostrar ninguna citotoxicidad.
La viabilidad celular relativa
disminuyé evidentemente con
concentraciones crecientes
(400 mg/ml) de TGs.

2) El pretratamiento con GTs
(50, 100 y 200 mg/ml) mejord
significativamente la viabilidad
celular relativa en un 4,66%,
7,78% y 13,46%.

Los TGs podrian mejorar el
dafio oxidativo inducido por t-
BHP en células HepG2.

Los TGs podrian servir como
un potente agente hepato-
protector en las industrias de
suplementos alimenticios,
farmacéuticos y médicos.

Toxicology and
immunology of
Ganoderma lucidum
polysaccharides in
Kunming mice and
Wistar rats

(Zhang et al., 2016)

Polisacaridos  en
polvo del cuerpo
fructifero de G.
lucidum (GPs). Los
GPs se lavaron 3
veces con etanol al
85% y se
liofilizaron.

Toxicidad aguda: Los
ratones se dividieron en
dos grupos (hembra y
macho) cada grupo con
tres dosis diferentes
(500, 2500 y 5000 mg/kg
pc) y un grupo de
control.

Toxicidad aguda: Los ratones
no mostraron signos clinicos
de toxicidad (irritacion,
inquietud, dificultad respi-
ratoria, locomocién anormal y
catalepsia) durante y después
del tratamiento, incluso a dosis
de hasta 5000 mg / Kg,
indicando que los GPs son una
sustancia no toxica.
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Toxicidad subcrénica: Toxicidad subcrénica: No se
80 ratas Wistar (40 observo ninguna anormalidad

machos y 40 hembras). significativa respecto al peso

: corporal y alimentacion. Para
Tres grupos de dosis (2, .
grup ( la hematologia, de acuerdo a

4y 8glkg pc) y un grupo |oe niveles de hemoglobina los

grupos y 10 ratas concentraciones de GP en
isosexuales en cada comparacion a las hembras.

grupo). Para la bioquimica del suero,
Toxicidad genética; 8 todos los examenes
grupos de ratas con dosis  bioguimicos se observaron
de 2502 5000 png/ placa  dentro del rango normal

excepto los niveles de glucosa.

Toxicidad genética:

Prueba Ames: Los GPs no
presentan efectos mutagénicos
in vitro.

Nota: Elaborada por el autor

1.10.  Ganoderma lucidum en relacion a enfermedades hepéticas

La relaciéon entre la obesidad y enfermedades como la hipertension arterial, diabetes
mellitus tipo 2, cancer y ECV ocasionan alteraciones metabdlicas derivadas por el exceso de
grasa e incapacidad del tejido adiposo de almacenarlas en el cuerpo. El higado es uno de los
organos principales que se ve afectado, las enfermedades hepaticas son comunes y en su
mayoria silenciosas. Las entidades asociadas a dafio hepatico incluyen las enfermedades
virales, la esteachepatitis no alcohdlica y el exceso de alcohol, entre otras. Asimismo, la
creciente prevalencia de la obesidad incrementa las enfermedades del higado (Damaso et al.,
2008).

La enfermedad hepatica puede clasificarse en dos categorias de acuerdo al dafio: necrosis
celular y colestasis. La necrosis celular puede ser aguda o cronica. La elevacion de las
aminotransferasas (valores mayores de 10 veces los limites de referencia) (Tabla 17), son
indicativo de necrosis celular aguda, mientras que elevaciones menos marcadas (menos de 7
veces los limites de referencia) indican necrosis celular crénica (Dufour et al., 2000). La
colestasis resulta de un flujo biliar disminuido o ausente (Burke, 1975). Se presentan dos casos
de colestasis, extrahepatica e intrahepatica. La colestasis extrahepatica es dada cuando los

niveles de bilirrubina sérica como de fosfatasa alcalina aumentan, por falla de excrecién e
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incremento en su sintesis. La colestasis intrahepatica se desarrolla cuando la fosfatasa alcalina
aumenta por la misma colestasis, y la bilirrubina se mantiene dentro de los limites normales
(Burke, 1975) (Tabla 18).

Tabla 17. Valores de referencia en perfil hepatico humano

Parametro en plasma Valores de Referencia
Optimo

GPT o ALT (Alanino aminotransferasa) Entre 0-35 U/L
GOT o AST (Aspartato aminotransferasa) Entre 0-35 U/L
GGT (Gamma-glutamil transpeptidasa) Entre 8-78 U/L
ALP o FAL (Fosfatasa Alcalina) Entre 36 y 92 U/L
Proteinas totales Entre 6-7,8 g/dL
ALB (Albimina) Entre 3,5-5,5 g/dI
PT (Tiempo de protrombina) Entre 11-13 seg
TBIL (Bilirrubina total) Entre 0,3-1,2 mg/dL

Fuente: Wians (s.f.).

Tabla 18. Principales causas de enfermedad hepatica

Necrosis celular Colestasis
Aguda Intrahepatica
e  Hepatitis viral o Difusa (inducida por
e Hepatitis téxica medicamentos, 0 por Cirrosis
e Hepatitis alcohdlica biliar primaria)
e Necrosis isquémica e  Focal (por tumor metastasico,
granuloma o colelitiasis
Intrahepatica)
Cronica Extrahepética
e Hepatitis crénica activa e Célculo
e Hepatitis autoinmune e  Tumor
e Cirrosis

Fuente: Dufour et al. (2000).
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1.11.  Marcadores en plasma y orina por dafio hepatico

1.11.1 Marcadores en plasma
El higado es uno de los 6rganos mas importantes debido a las actividades metabolicas y
funciones bioquimicas, de sintesis y excrecion (Martin & Molina, s.f.). La deteccidn oportuna
de dafio hepético requiere de pruebas especificas de funcidén hepética que determinen la
severidad y posteriormente un diagndstico que monitorice el curso de la enfermedad
(Fernandez et al., 2008).

La hepatotoxicidad se define como la lesidén o dafio hepéatico causado por la exposicion a
un medicamento u otros agentes no farmacologicos. Para el analisis de hepatotoxicidad las
transaminasas alanino aminotransferasa (ALT, citoplasmaética) y la aspartato aminotransferasa
(AST, citoplasmética y mitocondrial) son excelentes marcadores ante las anormalidades o
dafio en el higado debido a su localizacion intracelular, ya que las concentraciones de ALT
aumentan cuando las células hepaticas estdn dafiadas o estan muriendo, es decir, a
concentraciones altas de ALT, incrementa la muerte celular o inflamacién del higado;
asimismo un aumento de AST ocasiona un dafio mas profundo y severo (Lee,1993). Se han
detectado al menos 60 reacciones de transaminacion en el higado, sin embargo, las Unicas
transaminasas con valor clinico son la ALT y AST. Ambas aminotransferasas estan
normalmente presentes en el suero en bajas concentraciones (Pratt & Kaplan, 2002). No
obstante, existen diferentes factores que pueden alterar la actividad ALT y AST ademas del
dafio hepatico (Tabla 19).

Tabla 19. Factores que alteran ALT y AST

Factor AST 0 GOT ALT o GPT Observaciones
Momento del dia 45% de variacion durante el dia; No hay variacion significativa
méaximo por la tarde, minimo entre las 9 de la mafana y las 9
por la noche. de la noche; similar en enfermo

hepético y sujeto sano.

Variacion entre 5-10% de variacion 10-30% de variacion. Similar en el enfermo hepético y

dias entre un dia y el sujeto sano; y entre joven y
siguiente. anciano.

Iindice de masa 40-50% mayor con 40-50% mayor con IMC alto Relacién directa entre el peso y

corporal (IMC)  IMC alto. GOTy GPT
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Ejercicio Incrementa 3 veces 20% menor en los que hacen Las enzimas aumentan mas con

con ejercicio intenso.  ejercicio normal respecto a no el entrenamiento intenso.
ejercicio o ejercicio extenuante.

Hemolisis, Incremento Incremento moderado Depende  del grado de

anemia significativo hemodlisis; generalmente,varias

hemolitica veces menor que la elevacion de

LDH.

Dafio muscular Incremento Incremento moderado Relacionado con el grado de la

significativo elevacion de la CK.

Fuente: Cuadrado, & Crespo. (2004).

Existen otros pardmetros que contribuyen a un mejor diagnostico y analisis del estado del

higado. Es necesario realizar diferentes test de funcion hepatica (TFH) que incluyan los

pardmetros bioquimicos como ALT, AST, gamma glutaril transpeptidasa (GGT), fosfatasa

alcalina (FA), bilirrubina, albimina y actividad de protrombina (Knight, 2002).

Las pruebas que evaltan el dafio hepético se dividen en: pruebas indicadoras de necrosis y

colestasis, pruebas metabodlicas y de sintesis proteica, pruebas inmunoldgicas y marcadores

genéticos. En esta investigacion solo se explicara a profundidad los indicadores relacionados

con necrosis, colestasis y metabolismo (Tabla 20).

Tabla 20. Indicadores en pruebas de dafio hepatico

Tipo de prueba

Indicadores

Descripcién

Indicador de
Necrosis

En presencia de dafio en la membrana celular del
hepatocito, ALT y AST aumentan su concentracion,

Transaminasas (ALT y AST)

catalizan la transferencia de grupos aminos para

producir 4cido pirGvico y oxaloacético utilizando
vitamina B6 como cofactor. ALT (solo en higado) es
maés especifica que AST, ya que ésta se encuentra en
higado, musculo esquelético y cardiaco, en rifion y

eritrocitos.

Indicadores mas sensibles de necrosis

celular (mayor de 10 veces los valores de referencia).

Enzima que se encuentra en el citoplasma de los
hepatocitos, cataliza la oxidacion reversible de acido

Deshidrogenasa lactica (LDH)

lactico a 4&cido pirGvico. Valores marcadamente

elevados (mas de 100 veces los valores normales) de

AST y ALT,

acompafiados  de

incrementos

comparables de la LDH sugieren necrosis isquémica.

Fosfatasa alcalina
placenta.

Se encuentra en el higado, huesos, rifidn, intestino y
Marcador

de disfuncién biliar. Un
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Indicador de
colestasis

Gamma-glutamil transferasa
(GGT)

predominio de fosfatasa alcalina (3 a 10 veces los
valores normales) sobre ALT y AST (menos de 10
veces los valores normales), favorece el diagnostico
de colestasis, sobre todo si se acompafia de aumento
de la bilirrubina total y de la directa

Regula el transporte de aminodcidos a través de las
membranas celulares. Catalizan la transferencia de un
grupo glutamil a los aminoacidos libres. Proviene
exclusivamente del higado.

Metabolismo Bilirrubina

Principal metabolito del grupo hemo de la
hemoglobina, mioglobina y citocromos. Es
transportada unida a la albumina (directa o
conjugada). Una relacion de la bilirrubina
directa/bilirrubina total entre 20% y 40% apoya la
existencia de necrosis hepatocelular mas que una
obstruccion  extrahepatica o alteraciones del
metabolismo de la bilirrubina

Evaluacion de Alblimina
sintesis

proteica

Tiempo de protrombina (TP)

Principal proteina producida por el higado. Se altera
ante dafio hepético y pérdida de proteinas. Transporta
sustancias enddgenas (bilirrubina 'y hormonas
tiroideas), y sustancias exdgenas (farmacos).

Detecta anormalidades en la coagulacién asociado a
dafio hepatico. Importante para indicar la severidad de
la enfermedad. Mejor indicador de severidad de dafio
hepatico celular; un TP mayor de 3 segundos por
encima del limite superior de referencia indica dafio
hepaético severo.

Adaptado de Fernandez et al., 2008.

La interpretacion de resultados de las pruebas mencionadas se debe realizar de manera

correcta, ya sea en pacientes sintomaticos como asintomaticos. Los resultados normales no

excluyen con total seguridad la existencia de patologia hepatica ya que los parametros

incluidos en dichas pruebas no son drgano-especificos. Por tanto, una adecuada interpretacion

de los resultados siempre debe ir precedida de una rigurosa historia clinica del paciente

(Moreno et al., 2007).
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1.11.2. Marcadores en orina

El rifion realiza funciones de excrecidn, regulacion y endocrinas para mantener la
homeostasis del agua y de los solutos. Las primeras dos funciones llevan a cabo procesos de
filtracion glomerular, reabsorcion y secrecion tubular. La funcidn excretora se encarga de la
eliminacion de productos toxicos del metabolismo y productos ingeridos en exceso con la
dieta, principalmente urea, creatinina, acido urico, sales y minerales, asi como de sustancias
quimicas, farmacos, pesticidas, aditivos alimenticios entre otros. Para la funcion reguladora, el
rifdn mantiene la homeostasis de sodio, cloro, glucosa, aminoacidos e incluso de la presion
arterial mediante mecanismos tubulares y otros; la funcién endocrina es realizada por

diferentes partes del rifion (Rodriguez et al., 2010).

Para la evaluacion del funcionamiento correcto del rifion los compuestos eliminados de
mayor importancia en un dia son la urea (15-25 g), creatinina (800-1500 mg, segun la masa
muscular), sodio (3-6g), potasio (2-3g), cloro (5-10g), calcio (150-250mg) y fosforo (400 mg-
19). En condiciones normales, la orina no contiene proteinas y presenta una osmolaridad y un
pH que varian segun las diversas situaciones fisiologicas. Por lo que, ante cualquier
anormalidad en el rifién los biomarcadores convencionales para detectar dafio y toxicidad
renal son la razon albamina/creatinina urinaria (RAC), proteinuria, glucosuria, hematuria,
cilindros celulares (indicadores tardios de lesion tubular), bacteriuria (presencia de bacteria),
cristaluria (presencia de cristales) (Rodriguez et al., 2010). Sin embargo, la aplicaciéon de la
genomica y la protedomica en modelos humanos y animales han permitido el desarrollo de
nuevos biomarcadores especializados para detectar la lesion renal, tales como la nipocalina
asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL), N-acetil-beta-D-glucosaminidasa (NAG), KIM-
1, cistatina-C, IL-18, L-FABP entre otros (Figura 15 y Tabla 21) (Barreto & Guevara,
2013).
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Figura 15. Biomarcadores de lesién renal segln su localizacién y sitio de expresion en los diferentes segmentos

de la nefrona. (Adaptado de Barreto & Guevara, 2013).

Tabla 21. Nuevos biomarcadores de lesion renal

Biomarcador  Tipo de muestra Lugar de expresion

Descripcion general

NGAL T. Proximales > T.
Distales, PMN, Cél

Epit.

Plasma/Orina

Proteina que se expresa a muy bajas
concentraciones en el rifion (nefrona distal),
pulmoén y tracto gastrointestinal. Ante una
agresion isquémica o toxica de las células
epiteliales del tabulo renal, se induce de forma
precoz el incremento de creatinina en suero.

IL-18 Orina T. Proximales,
Fibroblastos, Cél
Dendriticas, Intestinal,

Corteza Adrenal

Citoquina proinflamatoria procedente de las
células epiteliales tubulares proximales. Su
cuantificacion en orina no se ve afectada por
procesos infecciosos urinarios, trastornos
renales crénicos o sindrome nefrético..

KIM-1 Orina Tubulos Proximales

Glicoproteina transmembranal que se expresa
selectivamente ante la agresion isquémica o
nefrotoxica, aguda o cronica, de las células
tubulares  proximales donde facilita la
regeneracion tubular mediante la eliminacion
de las células muertas Se cuantifica
exclusivamente en  orina, donde su
concentracion esta fuertemente relacionada con
su expresion tubular.

Cys-C Plasma/Orina Células Nucleadas

Proteina de bajo peso molecular que se sintetiza
en todas las células nucleadas, se filtra
libremente por el glomérulo, se reabsorbe y
cataboliza totalmente a nivel del tabulo
proximal.

Adaptado de Monsalud & Diaz. (2013).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El panorama alimentario y nutricional en México se ha complicado debido a la transicién
epidemioldgica actual. En el pais existe una alimentacion cronicamente insuficiente debido a
la disponibilidad abundante de alimentos, menor actividad fisica y cambios indeseables en las
costumbres alimentarias, factores que han favorecido el aumento de la obesidad y sobrepeso,
asi como el desarrollo de otras enfermedades cronicas como las ECV que son ocasionadas por
alteraciones en el metabolismo de lipidos y colesterol. Por tanto, es importante desarrollar
estrategias para contrarrestar las alteraciones en los procesos fisioldgicos asociadas a la
malnutricion. En este contexto, los beneficios de los extractos de Ganoderma lucidum se han
mostrado en modelos in vivo denotando sus propiedades funcionales y prebiéticas que actian
sobre el metabolismo de colesterol disminuyendo el riesgo de padecer diversas patologias. No
obstante, no existen estudios que evallen la toxicidad aguda del producto biotecnolégico y
mexicano de G. lucidum, y la escasa informacidon existente que hay a nivel internacional es de
especies extranjeras y no puede extrapolarse a las especies mexicanas debido a las diferentes
condiciones de crecimiento que modifican las propiedades y contenido del extracto. En
consecuencia, es necesario realizar un estudio de toxicidad oral aguda en roedores para tener
la informacion necesaria y poder realizar de manera segura estudios de intervencion del
consumo de extractos de G. lucidum en humanos con hipercolesterolemia y contribuir al

tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, gran parte de la poblacion estd interesada en conocer mas sobre las
propiedades, beneficios y efectos de los alimentos funcionales y nutracéuticos. EI hongo
medicinal Ganoderma lucidum considerado como un alimento nutracéutico tiene diversas
propiedades funcionales, ya que presenta compuestos bioactivos como terpenoides,
polisacaridos y proteinas que muestran efectos positivos a la salud. G. lucidum tiene efectos
antihiperoglucemiantes, hipolipemiantes, antiinflamatorios, anticancerigenos, entre otros.
Existe poca informacién sobre pruebas de toxicidad aguda de los extractos de este hongo, gran
parte de la informacion proviene de estudios realizados en Asia, en los cuales no existe
uniformidad en los tipos de extractos a probar debido a que son extractos comerciales, y
muchas veces no se define de forma clara la obtencion de los mismos. Ademas, en México no
existe informacion sobre la toxicidad de cepas mexicanas de G. lucidum. Por tanto, la presente
investigacion se enfocara en estudiar la toxicidad del extracto de origen mexicano de G.
lucidum en ratas Wistar en base al protocolo 423 validado por la OECD para que en futuros
proyectos los extractos puedan utilizarse en pruebas clinicas en pacientes con
hipercolesterolemia, el cual es un factor de riesgo importante para el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares.
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4. HIPOTESIS

La administracion aguda oral de las diferentes dosis del extracto del hongo medicinal
Ganoderma lucidum (300, 1000, 2000, 5000 mg/kg peso) durante 14 dias no causa dafio en la
funcion hepética y renal, ni mortalidad en los grupos de ratas Wistar.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la ingesta aguda del extracto del hongo medicinal mexicano G.
lucidum en funcidn hepatica y renal en ratas Wistar de acuerdo al protocolo no. 423 de la

OECD/OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico).

5.2. Objetivos especificos
Analizar la seguridad del consumo de diferentes dosis (300, 1000, 2000, 5000 mg/kg
peso) del extracto de G. lucidum mediante la observacién de cambios de peso e ingesta en

ratas Wistar durante 14 dias.

Examinar la seguridad del consumo de diferentes dosis del extracto de G. lucidum
mediante la observacién de cambios de comportamiento y fisicos por medio del analisis de
una tabla de signos indicativos dados por el protocolo no. 423 de la OECD/OCDE en ratas
Wistar durante 14 dias.

Analizar la seguridad del consumo de diferentes dosis (300, 1000, 2000, 5000 mg/kg
peso) del extracto de G. lucidum durante 14 dias en parametros de plasma asociados a dafio
hepatico (AST, ALT), asi como de otros parametros (colesterol total, HDL-C, LDL-C,

triglicéridos, glucosa, proteina C reactiva, creatinina, albimina y urea).

Analizar la seguridad del consumo de diferentes dosis (300, 1000, 2000, 5000 mg/kg
peso) del extracto de G. lucidum durante 14 dias en parametros de orina asociados a dafio

renal (glucosa, nitrégeno ureico, albimina y creatinina).

Analizar la seguridad del consumo de diferentes dosis (300, 1000, 2000, 5000 mg/kg
peso) del extracto de G. lucidum durante 14 dias en tejido hepatico y renal mediante el estudio

histolégico.
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6. ALCANCES Y LIMITACIONES

6.1. Alcances

El proyecto en desarrollo tiene como alcance aplicar el protocolo no.423 de la
OECD/OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico) para analizar la
toxicidad aguda de los extractos del hongo G. lucidum, con la finalidad de generar
informacion cientifica valiosa sobre la seguridad de su consumo, y poder definir las dosis a

emplear en estudios de intervencion en humanos.

6.2. Limitaciones

La presente investigacion esta limitada al numero de muertes por grupo de
experimentacion, que de acuerdo al protocolo no.423 de la OECD/OCDE para evaluar la
toxicidad del extracto, si el primer animal dosificado muere, entonces la dosificacion se
disminuye, pero si el primer animal sobrevive, se dosifican otros dos animales. Por tanto, el
nimero maximo de muertes por grupo de experimentacion es de dos ratas, de ser el caso, se

detendria totalmente la evaluacion de la toxicidad.
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7. METODOLOGIA

7.1. Animales

Tomando en cuenta los principios basicos de las tres “R’s”, reemplazo, reduccion y
refinamiento para estudios pre-clinicos en animales, y bajo las recomendaciones del protocolo
de la OECD, se utilizaron 30 ratas Wistar (15 hembras y 15 machos) entre 8-12 semanas de
edad, con un peso entre 150-200 g obtenidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Se formaron 5 grupos experimentales con 6 ratas (3
machos y 3 hembras) cada uno. Los animales se alojaron en una habitacion mantenida a
22+3°C, con una humedad relativa de 45%-55% vy ciclos de luz artificial de 12 horas de luz y
12 horas de obscuridad. Las ratas se alimentaron con la dieta convencional de laboratorio
(LabDiet 5001 Rodent Diet) y agua ad libitum y se mantuvieron en cajas individuales. Los
animales tuvieron un ayuno de 8 horas sin restriccion de agua, posterior al ayuno se
alimentaron con las dietas experimentales en un horario establecido por la noche se
mantuvieron con 30 g de dieta convencional (Tabla 22, 23 y Figura 16). La ingesta de
alimentos se registré diariamente y se pesaron cada tercer dia una vez iniciado el estudio. Se
observaron de forma individual después de la dosificacion y se registraron los cambios fisicos
y de comportamiento acorde a los formatos establecidos durante 14 dias. La aprobacion de
este experimento fue emitida por el Comité de Investigacion Animal INCMNSZ en la Ciudad

de México (Numero de permiso: FNU-1180-15/16-1).
Tabla 22. Formulacion de la dieta AIN93

Ingrediente Dieta g/kg
Cistina 3.00
Colina 2.50
Vitaminas 10.00
Celulosa 50.00
Minerales 35.00
Aceite de soya 70.00
Almidén 397.50
Dextrina 132.00
Sacarosa 100.00
Caseina 200.00

Fuente: Reeves (2011).
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Tabla 23. Dietas experimentales con dieta base (AIN93) més extracto hidroalcohdlico de Ganoderma lucidum al
32%

Dosis mg extracto/dia por ml/extracto  Peso promedio de  Peso promedio de
200 g peso corporal diario pellet hembras (g)  pellet machos (g)
Control 0 0 12 12
300 mg/kg peso 60 1.30 11.16 15.16
1000 mg/kg peso 200 4.32 13.03 17.1
2000 mg/kg peso 400 8.65 11 15.3
5000 mg/kg peso 1000 21.61 11 14.83

Nota: Para la elaboracién de pellets se agrego el extracto de G. lucidum a la dieta AIN93
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Figura 16. Elaboracion de dietas experimentales con con dieta base (AIN93) mas extracto hidroalcohdlico de
Ganoderma lucidum al 32%.
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7.2. Disefio experimental
Los animales recibieron diferentes dosis de los extractos de G. lucidum durante 14 dias

acorde a los 5 siguientes grupos de experimentacion:

Grupo 1 (Grupo Control): Los animales de este grupo consumieron la dieta estandar de

acuerdo a las recomendaciones de AIN93 sin el consumo del extracto de G. lucidum.

Grupo 2 (Dosis 300 mg/kg peso): Los animales de este grupo consumieron la dieta estdndar de
acuerdo a las recomendaciones de AIN93, mas una dosis unica diaria de 300 mg/kg peso del

extracto de G. lucidum por via oral.

Grupo 3 (Dosis 1000 mg/kg peso): Los animales de este grupo consumieron la dieta estandar
de acuerdo a las recomendaciones de AIN93, mas una dosis Unica diaria de 1000 mg/kg peso

del extracto de G. lucidum por via oral.

Grupo 4 (Dosis 2000 mg/kg peso): Los animales de este grupo consumieron la dieta estandar
de acuerdo a las recomendaciones de AIN93, mas una dosis unica diaria de 2000 mg/kg peso

del extracto de G. lucidum por via oral.

Grupo 5 (Dosis 5000 mg/kg peso): Los animales de este grupo consumieron la dieta estandar
de acuerdo a las recomendaciones de AIN93, mas una dosis Unica diaria de 5000 mg/kg peso

del extracto de G. lucidum por via oral.

Al término del estudio, se recogieron muestras de orina en cajas metabélicas 48 horas
previas al sacrificio. Asimismo, los animales fueron privados de alimento 12 horas antes de la
eutanasia. Una vez sacrificados se tomaron las muestras de suero, higado y rifion. Los érganos
se extirparon y congelaron en N liquido y se almacenaron a -70°C. Para la conservacion de
los 6rganos se realizaron soluciones de formalina 10% y solucién salina 9%. La aprobacion de
este experimento fue emitida por el Comité de Investigacion Animal INCMNSZ en la Ciudad
de México (Numero de permiso: FNU-1180-15/16-1).
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7.3. Prueba de toxicidad aguda

Se realizé la prueba de toxicidad aguda acorde al protocolo 423 de la OECD/OCDE. Se
utilizaron dosis orales crecientes del extracto de G. lucidum (300, 1000, 2000 y 5000 mg/kg de
peso corporal). EI grupo control fue alimentado con la dieta AIN93. Se registraron los signos
recomendados por el protocolo ante los posibles cambios fisicos y de comportamiento durante
14 dias (Figura 17).

Figura 17. Pesaje de ratas hembras y machos durante el estudio.

7.4. Parametros bioquimicos del suero

El suero se obtuvo por centrifugacion a 1000 g durante 10 min y se almacené a -70°C
hasta su andlisis. Se midieron las concentraciones séricas de colesterol total (CT), triglicéridos
totales (TG), colesterol lipoproteico de baja densidad (LDL-C), glucosa, proteina C reactiva,
creatinina, urea, alanina transaminasa (ALT), aspartame transaminasa (AST) y albumina
utilizando el analizador COBAS C111 (Roche Diagnostics Ltd., Suiza).
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7.5. Parametros bioquimicos de orina

La orina se obtuvo de cajas metabolicas 48 horas antes de la eutanasia. Se midieron las

7.6. Histologias del higado y rifidén

concentraciones de glucosa, nitrégeno uréico, creatinina y albdmina. Las muestras fueron
analizadas por un laboratorio certificado por NMX-CC-9001-IMNC-2008/ISO 9001:2008,

ubicado en México, Distrito Federal.

En la Figura 18 se detalla el procedimiento para la preparacion de tejidos y tincién de

muestras:

1) Fijacion de muestras:
Los cassettes se colocaron
en formalina al 10%

N
2) Deshidratacion: las
muestra se dejaron en
alcohol al 100% durante una
hora. (dos veces y en la
ultima repeticion se dejan
toda la noche)

3) Aclaramiento: los
tejidos se colocaron en una
solucion de xilol durante
una hora (dos veces mas)

\ J

Figura 18. Proceso para la preparacion y tincion de tejidos

6) Coloracion/tincion: Los
cortes se desparafinaron por
15 minutos a 70°C y se
tifleron con hematoxilina y
eosina (HE). El
procedimiento se describe
en la Tabla 24

Ve

.

~N

5) Corte: La cera de cada
tejido se cortd en secciones
de 3um con el micr6tomo
(Leica RM2235) y tissue
float bath (Lipshaw 375).

J

Ve

.

~N

4) Inclusion:las muestras se
colocaron en parafina a 60-
65 °C por una hora. Se
formaron bloques s6lidos.

7) Montaje: se agreg6 una

gota de entellan (resina) a

cada muestra, se coloco el
cubreobjetos.

8) Observacion: Los
tejidos se examinaron
mediante microscopia
optica (Leica, software LAS
V4.5) (Figura 18).

J

J
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Tabla 24. Tren de deshidratacion para muestras de higado y rifién

Orden Reactivo

1 Xilol I (10 lavados)

2 Xilol I1 (10 lavados)

3 Xilol 111 Etanol 100%/ Xilol 50%/ Etanol 50% (10 lavados)
4 Etanol 100% (10 lavados)

5 Alcohol 96% (10 lavados)

6 H20 (10 lavados, reposar 10 min)

7 Tefir con hematoxilina de Harris (5 min)

8 10 bafios en alcohol &cido 1% (990 H20 +10 ml &cido clorhidrico)
9 Carbonato de litio (10 lavados)

10 Alcohol 96% (10 lavados)

11 Eosina alcohdlica (6 lavados)

12 Alcohol 96% (10 lavados)

13 Alcohol absoluto (10 lavados)

14 Alcohol absoluto (10 lavados)

15 Alcohol absoluto 50% + xilol 50% (10 lavados)

16 Deshidratacion

17 Aclaracion (xilol I, 11, 111; 10 lavados con cada uno)
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Figura 19. Procedimiento de histologias de higado y rifion.

7.7. Anélisis estadistico

Los resultados se expresan como la media £ SEM. El significado estadistico se determind
mediante ANOVA unidireccional (prueba post test de Tukey), segun corresponda, utilizando
un software estadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los
datos experimentales fueron considerados significativos con p <0,05. La comparacion de
mdltiples grupos se realizé usando el analisis de varianza ANOVA de dos vias, seguida del

post test de Tukey.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Efectos del extracto de Ganoderma Ilucidum en el

comportamiento y cambios fisicos en ratas

Durante el estudio las ratas machos no presentaron cambios en la apariencia fisica ni
cambios en los parametros generales. Se observaron cambios en el comportamiento no
provocado como la hiperactividad. ElI grupo experimental de la dosis de 300 mg/kg peso

presentd mayor hiperactividad comparado con el grupo control (Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis en los cambios fisicos y de comportamiento en ratas machos durante el estudio

Dosis experimentales Ctrl 300 mg/kg peso [ 1000mg/kg peso | 2000 mg/kg peso | 5000 mg/kg peso
Inhabilidad para alcanzar la comida X X X X X
Inhabilidad para alcanzar el agua X X X
Menor consumo de alimentos X X X X X
Vocalizacion X X X X X
Alteraciones fisicas X X X X X
Cambio en la movilidad X 0 X X 0
Cambio en la locomocion X X X X X
Cambiosen la apariencia fisica

Pelo sucio con orina o heces X X X X
Caida de pelo X X X X
Cambios en el compor tamiento no provocado

Hiperactividad 0 0oao 0 0o 0o
Automutilacion X X X X X
Agresividad anormal X X X X X
Comportamiento compulsivo X X X X X
Cambios de comportamiento en respuesta a estimulos exter nos

Exitabilidad X X X X
Reflejo de enderezamiento X X X

Cambios en los parametr os generales

Cambios en el ritmo respitatorio X X X X X
Deshidratacién severa X X X X X
Hemorragias X X X X X
Incapacidad para mantenerse en posicion vertical X X X X X
Convulsiones X X X X X
Diarrea X X X X X
Disminucion prolongada y sostenida de la temperatura corporal X X X X X
Tumores sustanciales X X X X X
Postracion X X X X X
Temblor X X X X X
Postura anormal X X X X X
Heridas abiertas o ulceracion de la piel X X X X X
Salivacion X X X X X
Letargo X X X X X
Sueflo X X X X X
Cambio en las membramas mucosas X X X X X
Cambio de coloracion en piel terminal, nariz, orejas o patas X X X X X

Nota: X: no se observaron cambios en las variables.; v': v: leve; v'v': moderado. vvV: alto.
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En el caso de las hembras, no se observaron cambios en los pardametros generales ni
cambios fisicos. El grupo experimental de dosis de 5000 mg/kg peso mostré6 mayor
hiperactividad que el grupo control, asimismo las ratas hembras presentaron mayor movilidad

al compararse con los machos (Tabla 26).

Tabla 26. Analisis en los cambios fisicos y de comportamiento en ratas hembras durante el estudio

Dosis experimentales Ctrl 300 mg/kgpeso | 1000mgkgpeso | 2000 mg/kg peso | 5000 mg/kg peso
Inhabilidad para alcanzar la comida X X X X X
Inhabilidad para alcanzar el agua X X X X X
Menor consumo de alimentos X X X X X
Vocalizacion X X X X X
Alteraciones fisicas X X X X X
Cambio en la movilidad 0 0 0 X 0
Cambio en la locomocion X X X X X
Cambiosen la apariencia fisica

Pelo sucio con orina o heces X X X X X
Caida de pelo X X X X X
Cambiosen el comportamiento no provocado

Hiperactividad 00 00 0o i goan
Automutilacion X X X X X
Agresividad anormal X X X X X
Comportamiento compulsivo X X X X X
Cambios de comportamiento en respuesta a estimulos exter nos

Exitabilidad X X X X X
Reflejo de enderezamiento X X X X X
Cambiosen los parametr os generales

Cambios en el ritmo respitatorio X X X X X
Deshidratacion severa X X X X X
Hemorragias X X X X X
Incapacidad para mantenerse en posicion vertical X X X X X
Convulsiones X X X X X
Diarrea X X X X X
Disminucion prolongada y sostenida de la temperatura corporal X X X X X
Tumores sustanciales X X X X X
Postracion X X X X X
Temblor X X X X X
Postura anormal X X X X X
Heridas abiertas o ulceracion de la piel X X X X X
Salivacion X X X X X
Letargo X X X X X
Suefio X X X X X
Cambio en las membramas mucosas X X X X X
Cambio de coloracion en piel terminal, nariz, orejas o patas X X X X X

Nota: X: no se observaron cambios en las variables.; v: leve; v'v: moderado. v'vV: alto.

En roedores los indicadores importantes del dolor son el quedarse acostado, cambios en el
pelaje y en el brillo de los ojos, asi como una disminucion o aumento de la actividad fisica,
cambios en el temperamento, nervosidad, disminucién en el consumo de alimentos y agua,
vocalizaciones anormales, posturas anormales y automutilacion (Montgomery, 1990). Un
estudio de toxicidad utiliz6 70 ratas para investigar la proliferacién, metabolismo y la

secrecion de linfocitos in vitro tras la estimulacion del polvo de G. lucidum. En todos los
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grupos experimentales las ratas se encontraron fisicamente y mentalmente saludables (Liang et
al.,2008).

En otro estudio de toxicidad aguda en ratones, se administraron polisacaridos de G.
lucidum y no se observaron cambios en el comportamiento ni muerte en dosis de 5000 mg/kg
peso, por lo que, se considerd una sustancia no toxica (Li, Zhang & Zhong, 2011). De acuerdo
a la literatura, durante el estudio no se observaron signos de dolor ni cambios fisicos en las
ratas, por lo que, se infiere que los grupos experimentales se mantuvieron sanos. Respecto al
comportamiento, las ratas hembras y machos mostraron un ligero aumento en la

hiperactividad.

8.2. Efecto de las dietas experimentales con extracto de Ganoderma

lucidum en el peso corporal y en la ingesta de alimentos en ratas

Las ratas se pesaron cada tercer dia durante 14 dias. Al comparar el peso inicial y final del
estudio tanto machos como hembras aumentaron su peso corporal respecto al tiempo. Durante
el estudio no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal de los diferentes
grupos experimentales en machos (p=0.081) (Figura 19) ni entre los grupos experimentales de
hembras (p=0.332) (Figura 20), sin embargo, al comparar la ganancia del peso corporal entre
ambos sexos se observan cambios significativos (p <0.0001). En el caso de los machos la
dosis 2000 mg/kg peso presentd una mayor ganancia de peso (71.33 g) en comparacién a los
otros grupos (Ctrl (62.33 g), 300 mg/kg peso (67.67 g), 1000 mg/kg peso (70.33 g), 5000
mg/kg peso (68.67 g)). En las hembras el grupo control obtuvo un mayor peso (34.67 g) que
los otros grupos experimentales (300 mg/kg peso (31.33g), 1000 mg/kg peso (30.33 g), 2000
mg/kg peso (29.67 g), 5000 mg/kg peso (25 g) (Figura 21).
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Figura 20. Peso corporal de ratas machos durante el estudio. Los resultados estan reportados como la media +
SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes indican una
diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y prueba de

Tukey.
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Figura 21. Peso corporal de ratas hembras durante el estudio. Los resultados estan reportados como la media +
SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes indican una
diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y prueba de

Tukey.
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Figura 22. Ganancia de peso corporal de ratas hembras y machos al final del estudio. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de comparacion multiple de Tukey.

Estudios previos han sefialado que las hormonas sexuales femeninas incrementan la
capacidad termogénica y lipolitica de los adipocitos a diferencia de la testosterona (Roglans,
Villa & Laguna, 2007; Monjo et al., 2003). Las ratas hembras presentan una mayor capacidad
termogénica, con un contenido de proteina mitocondrial y de termogenina (UCP1) superior
que los machos, presentando mayor gasto energético. Por lo que, se observa que el peso
corporal en las ratas machos es mayor que en hembras (Roglans, Villa & Laguna, 2007).
Liang et al. (2008) mencionaron que una dieta acompafiada de polvo de G. lucidum
incrementa ligeramente el peso corporal en ratas. Otro estudio realizado con ratones confirma
que el consumo de dosis altas de polisacaridos de G. lucidum (>150 mg/kg peso) aumenta el
peso corporal en comparacion a las dosis bajas (50 mg/kg) (Li, Zhang& Zhong, 2011).
Ademas, Pan et al. (2013) mostraron que los cambios de peso corporal de ratones normales y
diabéticos tratados durante 8 semanas con FYGL (Fudan-Yueyang- G. Lucidum) aumenta
conforme al tiempo. Acorde con los resultados obtenidos el incremento del peso corporal es

proporcional a las dosis experimentales.
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La ingesta diaria de alimentos, fue en promedio de 26.60 g/d en machos y de 18.60 g/d en
hembras considerando todas las dosis experimentales durante los 14 dias. Con respecto a la
ingesta de las ratas machos, se observaron diferencias significativas (p=0.014). La ingesta en
el grupo de dosis 2000 mg/kg peso (27.75 g/d) fue mayor respecto al control (26.23 g/d) y
5000 mg/kg peso (26.07 g/d) (Figura 22).
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Figura 23. Ingesta de alimentos en ratas machos al final del estudio. Los resultados estan reportados como la
media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes
indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y
prueba de Tukey.

En la Figura 23 se muestra la ingesta de ratas hembras. Se observaron diferencias
significativas entre el grupo control (19.46 g/d) con los grupos de dosis de 300 mg/kg peso
(17.92 g/d) y 2000 mg/kg peso (18.06 g/d) (p=0.001), existen cambios significativos entre el
grupo de la dosis 1000 mg/kg peso (19.30 g/d) respecto al grupo de dosis de 300 y 2000
mg/kg peso.
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Figura 24. Ingesta de alimentos en ratas hembras al final del estudio. Los resultados estan reportados como la
media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes
indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y
prueba de Tukey.

Se observd mayor ingesta en los grupos de machos que en los de las hembras lo cual es
una condicion normal por la diferencia de género (p<0.0001) (Figura 24).
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Figura 25. Ingesta de alimentos en ratas hembras y machos al final del estudio. Los resultados estan reportados
como la media £+ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
dos factores y prueba de comparacion multiple de Tukey.

En ratones se ha observado que durante y después del tratamiento con el extracto de
Ganoderma, los grupos experimentales consumen ligeramente menos alimento respecto al
control (Chiu et al., 2000). En este estudio los resultados obtenidos en la ingesta de alimentos

en hembras disminuyen ligeramente de forma dosis dependiente. Un estudio de toxicidad

87



subcronica con polisacéaridos de G. lucidum no mostr6 cambios significativos en la ingesta de
alimentos entre los grupos experimentales respecto al control. La ingesta promedio en machos
fue de 27.86 g/d y en hembras fue de 24.28 g/d (Zhang et al., 2016). Acorde a nuestros
resultados se infiere que la ingesta de alimentos en hembras y machos no es alterada bajo el

consumo del extracto de G. lucidum.

8.3. Efecto de las dietas experimentales con extracto de Ganoderma

lucidum en el peso de higado y rifion

Las Figuras 25 y 26 muestran graficamente el efecto de las dietas experimentales en el
peso de higado de ratas hembras y machos (peso proporcional al peso corporal total). El peso
proporcional al peso corporal total promedio de higado en ratas machos fue de 3.7 y en
hembras fue de 3.4. En los machos, la dosis 2000 mg/kg peso (4.010) fue mayor en
comparacion con los otros grupos experimentales (Ctrl (3.477), 300 mg/kg peso (3.803), 1000
mg/kg peso (3.810), 5000 mg/kg peso (3.833)). En el caso de los pesos de higado en hembras,
la dosis 1000 mg/kg peso presentd un mayor peso comparado con las otras dosis
experimentales (Ctrl (3.367), 300 mg/kg peso (3.367), 2000 mg/kg peso (3.133), 5000 mg/kg
peso (3.300)). No se observaron diferencias significativas en los machos (p=0.264) y hembras
(p=0.119).
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Figura 26. Efecto de las dietas experimentales en el peso de higado en ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 27. Efecto de las dietas experimentales en el peso de higado en ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

Respecto a los pesos de rifion, el peso promedio en machos fue de 0.855 y en hembras de
0.861. En el caso de los machos, se observd un mayor peso en los rifiones de la dosis de 5000
mg/kg peso (0.90) en comparacion con los otros grupos experimentales (Ctrl (0.85), 300
mg/kg peso (0.84), 1000 mg/kg peso (0.83), 2000 mg/kg peso (0.83). No se observaron
cambios significativos entre estos (p= 0.157) (Figura 27). En las hembras, la dosis de 1000
mg/kg peso (0.890) fue mayor comparado con las otras dosis experimentales (Ctrl (0.846), 300
mg/kg peso (0.846), 2000 mg/kg peso (0.883), 5000 mg/kg peso (0.840)). No se observaron

diferencias significativas entre estas (p= 0.379) (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de las dietas experimentales en el peso del rifidn en ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 29. Efecto de las dietas experimentales en el peso del rifién en ratas hembras Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

Debido a la diferencia de genero, los pesos de los higados de los machos fueron mayores
que los de las hembras con diferencias significativas en la dosis de 2000 mg/kg peso
(p=0.0012) (Figura 29). No se presentaron diferencias significativas entre los pesos de los
rifiones al compararse entre ambos sexos (p=0.059) (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de las dietas experimentales en el peso de higado en ratas machos y hembras. Los resultados
estan reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.
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Figura 31. Efecto de las dietas experimentales en el peso de rifién en ratas machos y hembras. Los resultados
estan reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

Referente a la extirpacion de higados y rifiones de los diferentes grupos experimentales no

se observaron anomalias externas topograficas ni de coloracion (Figuras 31y 32).

Figura 32. Muestras de higado después de la ingesta de las dietas experimentales en ratas machos y hembras.
CtrIM (Grupo control machos); 300M(Grupo de dosis 300 mg/kg peso machos); 1000M (Grupo de dosis 1000
mg/kg peso machos); 2000M(Grupo de dosis 2000 mg/kg peso machos); 5000M(Grupo de dosis 5000 mg/kg
peso machos); CtrIH(Grupo control hembras); 300H(Grupo de dosis 300 mg/kg peso hembras); 1000H (Grupo de
dosis 1000 mg/kg peso hembras); 2000H(Grupo de dosis 2000 mg/kg peso hembras); 5000H(Grupo de dosis
5000 mg/kg peso hembras).
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Figura 33 Muestras de rifién después de la ingesta de las dietas experimentales en ratas machos y hembras.
CtrIM (Grupo control machos); 300M (Grupo de dosis 300 mg/kg peso machos); 1000M (Grupo de dosis 1000
mg/kg peso machos); 2000M(Grupo de dosis 2000 mg/kg peso machos); 5000M(Grupo de dosis 5000 mg/kg
peso machos); CtrlH(Grupo control hembras); 300H(Grupo de dosis 300 mg/kg peso hembras); 1000H (Grupo de
dosis 1000 mg/kg peso hembras); 2000H(Grupo de dosis 2000 mg/kg peso hembras); 5000H(Grupo de dosis
5000 mg/kg peso hembras).

Chiu et al. (2000) realizaron un estudio de toxicidad aguda en ratones ICR durante 2
semanas. Los ratones fueron tratados con Ganoderma en dosis de 0.9259 g de extracto acuoso
liofilizado/kg peso. No se observaron anormalidades en los higados y rifiones ni cambios
significativos en el peso de los 6rganos de los ratones. Se ha demostrado que un aumento en el
peso de higado y rifién se debe a la presencia de diabetes acompafiado de niveles altos de
albdmina urinaria y cistatina C plasmatica (Alter et al., 2011). Acorde a la literatura, en este
estudio no se observaron aumentos significativos en el peso de 6rganos de hembras y machos,

ni anormalidades fisicas en higado y rifién que indiquen dafio hepético o renal.

8.4. Efecto de las dietas experimentales con extracto de Ganoderma

lucidum sobre la glucosa y el perfil lipidico en suero

En la Figura 33 se muestra el efecto de las dietas experimentales sobre la concentracion
de glucosa en plasma de las ratas machos. Como se puede observar los machos que
consumieron una dosis del extracto de 2000 mg/kg peso (169.7 mg/dL) presentaron niveles de
glucosa mas altos en comparacion con los otros grupos experimentales (Ctrl (150.6 mg/dL);
300 mg/kg peso (160.9 mg/dL); 1000 mg/kg peso (154.0 mg/dL); 5000 mg/kg peso (150.0
mg/dL)), no obstante, la dosis de 5000 mg/kg peso presenté una ligera disminucién de la
glucosa comparado con el grupo control sin diferencias significativas (p=0.107)
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Figura 34 Efecto de las dietas experimentales en la glucosa de ratas machos. Los resultados estan reportados
como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras

diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.

En el caso de las hembras, se observd una disminucién en la glucosa sérica en el grupo de
dosis de 5000 mg/kg peso (138.2 mg/dL) en comparacién con el grupo control (155.6 mg/dL)
(Figura 34). No existen diferencias significativas entre estas (p=0.382). En la Figura 35 se

compararon los valores obtenidos de ambos sexos, no se presentaron cambios significativos
(p=0.131).

200+

P

1004

Glucosa (mg/dL)

N
1

T
Ctrl 300 1000 2000 5000
(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso)

Figura 35. Efecto de las dietas experimentales en la glucosa de ratas hembras. Los resultados estan reportados
como la media £+ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras

diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.

93



B2 Machos
200+ Il Hembras

150

100

Glucosa (mg/dL)

504

Ctrl 300 1000 2000 5000
(mg/kg peso)(mg/kg peso)(mg/kg peso)(mg/kg peso)(mg/kg peso)

Figura 36. Efecto de las dietas experimentales en la glucosa de ratas machos y hembras. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

Se ha demostrado que los polisacaridos de G. lucidum disminuyen los niveles de glucosa
sérica al compararse el grupo control y una dosis mayor a 150 mg/kg peso. Uno de los
posibles mecanismos de este efecto antihiperglucémico podria ser el estimulo en la liberacion
de insulina (Li, Zhang & Zhong, 2011). Ademas, los polisacaridos podrian aumentar la
regeneracion de las células beta en el pancreas o permitir la recuperacién de células beta
parcialmente destruidas y estimular la secrecion de insulina pancreatica (Zhang & Feng,
2004). Los polisacaridos de G. lucidum disminuyen la glucosa hepética y evitan la
hiperglucemia (Agius, 2007; McCormack et al., 2001), inhiben la actividad y la nitracion de la
superoxido dismutasa de manganeso (Mn SOD), suprimen la actividad del glutation
peroxidasa (GPx) y disminuye la expresién de la enzima redox p66Shc y la fosforilacion (Ma
et al., 2015). Un estudio realizado en ratones normales y diabéticos tratados con un
proteoglicano antihiperglucémico (FYGL) de G. lucidum, demostr6 ser un agente
antidiabético eficaz debido al aumento en la secrecion de insulina y disminucion en la
produccién de glucosa hepatica junto con el aumento de la eliminacion de glucosa en el tejido
adiposo y esquelético en la etapa tardia de la diabetes. FYGL aumenta la actividad de la
enzima clave glucoquinasa de forma dosis-dependiente, incrementando la utilizacion de la
glucosa en sangre para la produccién de energia o almacenamiento de glucogeno (Pan et al.,
2013).
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Otro estudio realizado en ratones normales y diabéticos demostro el efecto hipoglucémico
del extracto de G. lucidum en dosis de 100 mg/kg peso debido a la accion de los ganoderanos
Ay B (Hikino et al., 1985). El acido ganodérico C2, A y Df presentes en los extractos
presentan actividad inhibidora de la enzima aldosa reductasa (Fatmawati et al., 2009). La a-
glucosidasa convierte los disacaridos y oligosacaridos en glucosa en el epitelio del intestino
delgado vy, por lo tanto, la inhibicion de la a-glicosidasa por los &cidos ganodéricos conduce a
aliviar la hiperglucemia (Fatmawati et al., 2011a). Los resultados obtenidos en este estudio
comprueban el efecto hipoglucémico del extracto de G. lucidum en ratas machos y hembras

normales en dosis de 5000 mg/kg peso.

Para estudiar los efectos del extracto de G. lucidum sobre los lipidos en sangre, se
midieron las concentraciones séricas de CT, LDL-C, HDL-C y TG. En el caso de las
concentraciones de colesterol total en machos se observé una ligera disminucion entre el
grupo control (57.25 mg/dL) y el grupo de dosis de 300 mg/kg peso (51.0 mg/dL), sin
embargo, no se observaron cambios significativos entre estos (p=0.182) (Figura 36). En la
Figura 37 los niveles de colesterol en hembras aumentaron entre el grupo control (75.1
mg/dL) y las dosis experimentales (300 mg/kg peso (69.3 mg/dL); 1000 mg/kg peso (78.6
mg/dL); 2000 mg/kg peso (65.6 mg/dL); 5000 mg/kg peso (68.0 mg/dL)) sin diferencias
significativas (p=0.328). En la Figura 38 se observa que las ratas hembras presentaron
mayores niveles de colesterol total en comparacion con los machos, sin cambios significativos
(p=0.250).
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Figura 37.Efecto de las dietas experimentales en el colesterol total de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

95



p—
]

3

w804 T
g L
= 60+

N

=)

R

= 40+

e

S

& 204

S

Q

0 T
Ctrl 300 1000 2000 5000

(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso)

Figura 38. Efecto de las dietas experimentales en el colesterol total de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 39. Efecto de las dietas experimentales en el colesterol total de ratas machos y hembras Los resultados
estan reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

Meneses et al., (2016) demostraron que una dieta adicionada con el extracto de G.
lucidum en dosis bajas reduce significativamente los niveles de colesterol total en ratones
C57BL/6, acompafiado de la disminucion en los niveles de LDL-C debido a la cantidad de
glucanos presentes en el extracto, la disminucion en los niveles de colesterol y LDL-C es
similar al farmaco hipocolesterolémico simvastatina. Se ha demostrado que el proteoglicano

FYGL tiene un efecto antihiperglucemiante, debido a que reduce significativamente el nivel
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de HbAIc, un pardmetro clave en el control de la glucemia a largo plazo (Pan et al., 2013).
Asimismo, se ha demostrado que los B-glucanos tienen capacidad prebiotica y estimulan el
crecimiento de Lactobacillus, que pueden estar asociados a la reduccion de colesterol sérico
posiblemente como resultado de la accidn de la enzima bacteriana hidrolasa de sales biliares,
afectando la reabsorcion del colesterol en el intestino (Caesar, Fak & Backhed, 2010; Jones et
al., 2012). Los resultados obtenidos en este estudio mostraron niveles estables de colesterol

total en machos y hembras.

Respecto a los valores de LDL-C en machos no existen diferencias significativas entre los
diferentes grupos experimentales (p=0.978) (Figura 39), al igual que en las ratas hembras
(p=0.484) (Figura 40). Al comparar el grupo control y el grupo con ingesta de dosis de 5000
mg/kg peso de ratas hembras, se observo una ligera disminucion en los valores de LDL-C, al
igual que en los valores de HDL-C (Figura 41). Las dosis de 300 y 1000 mg/kg peso
mostraron un incremento favorable en los niveles de HDL-C respecto al control, sin
diferencias significativas (p=0.494). En machos los niveles de LDL-C se mantuvieron estables
(Figura 42). Existen diferencias significativas en los niveles de HDL-C entre el grupo de
dosis de 2000 mg/kg peso (65.1 mg/dL) y las dosis de 300, 1000 y 5000 mg/kg peso
(p=0.017).

154

g
T 104
on
=
<
2+
-
0 ;
Ctrl 300 1000 2000 5000

(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso)

Figura 40. Efecto de las dietas experimentales en LDL-C de ratas machos. Los resultados estan reportados como
la media = SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes
indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y
prueba de Tukey.
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Figura 41. Efecto de las dietas experimentales en LDL-C de ratas hembras. Los resultados estan reportados como
la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes
indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y

prueba de Tukey.
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Figura 42. Efecto de las dietas experimentales en HDL-C de ratas hembras. Los resultados estan reportados
como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de

un factor y prueba de Tukey.
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Figura 43. Efecto de las dietas experimentales en HDL-C de ratas machos. Los resultados estan reportados como
la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras diferentes
indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de un factor y

prueba de Tukey.

En la Figura 43 las hembras presentaron niveles mas altos de LDL-C en comparacion con
los machos sin diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.899).
Asimismo, en los valores obtenidos de HDL-C las hembras obtuvieron niveles mas altos
comparado con los machos, a excepcion del grupo de dosis de 2000 mg/kg peso, sin

diferencias significativas (p=0.303) (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de las dietas experimentales en LDL-C de ratas machos y hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a

ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.
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Figura 45. Efecto de las dietas experimentales en HDL-C de ratas machos y hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

En la Figura 45 los machos mostraron una ligera disminucién en los niveles de
triglicéridos en la dosis de 300 mg/kg peso (81.4 mg/dL) respecto al control, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.5094). Asimismo, los niveles
de triglicéridos en hembras del grupo de dosis de 300 mg/kg peso (46. 9 mg/dL) fue menor

respecto a los grupos experimentales, sin diferencias significativas (p= 0.4245) (Figura 46).
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Figura 46 Efecto de las dietas experimentales en los triglicéridos de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

100



100~

x
T

ol L
il

Triglicéridos (mg/dL)
£

)
1

T
Ctrl 300 1000 2000 5000
(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso)

Figura 47 Efecto de las dietas experimentales en los triglicéridos de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

Al compararse ambos sexos se observaron diferencias significativas en la dosis de 2000
mg/kg peso(p<0.0001) (Figura).
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Figura 48. Efecto de las dietas experimentales en triglicéridos de ratas machos y hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

Li, Zhan & Zhong (2011) observaron que la ingesta de polisacaridos de G. lucidum
disminuyen los niveles de triglicéridos en plasma al compararse un grupo control y dosis
mayores a 150 mg/kg peso. En este estudio se observd una mayor disminucion de los

triglicéridos en hembras y machos en dosis bajas (300 mg/kg peso).
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Se ha demostrado que las dislipidemias se asocian con diabetes mellitus no controlada
debido a que los niveles de CT, TG y LDL-C aumentan, mientras que los niveles de HDL-C
disminuyen ocasionando complicaciones secundarias de la diabetes (Ahmed et al., 2001,
Mansi, Amneh & Nasr, 2007; Elberry et al.,2011). En el presente estudio, la ingesta del
extracto de G. lucidum en hembras y machos mostré disminuciones en los niveles de CT,
LDL-C y TG y aumentd ligeramente las concentraciones de HDL-C en los grupos
experimentales, por lo que, los datos obtenidos probablemente indican que el extracto puede
acelerar la eliminacion del colesterol de los tejidos periféricos al higado para el catabolismo y
la excrecion ya sea por la baja actividad de las enzimas de biosintesis del colesterol o al bajo
nivel de lipdlisis que estan bajo el control de la insulina (Gong et al., 2009).

Los compuestos bioactivos de G. lucidum como oxigenoesteroles, ganoderol y acido
ganodérico regulan negativamente la biosintesis del colesterol al inhibir la enzima 14a-
desmetilasa del lanosterol que cataliza la biotransformacion del 24,25-dihidrolanosterol al
colesterol (Hajjaj et al., 2005). Ademas, los efectos hipocolesterolémicos pueden atribuirse a
los a-glucanos y B-glucanos de G. lucidum que promueven sinérgicamente el efecto reductor
del colesterol (Meneses et al., 2016). Un mecanismo de accidn para una menor absorcién de
colesterol es la baja solubilidad y viscosidad de los B-glucanos en el intestino (Theuwissen &
Mensink, 2008), asi como la capacidad antioxidante de G. lucidum para mejorar el perfil
lipidico en plasma y evitar la aterogénesis al disminuir la oxidacién de las lipoproteinas de

baja densidad y la peroxidacion lipidica (Wachtel-Galor et al., 2004; Guillamon et al., 2010).

8.5. Efecto de las dietas experimentales con extracto de Ganoderma
lucidum sobre valores en suero relacionados con dafio hepético e

inflamacion

Para analizar la toxicidad del extracto de Ganoderma lucidum se midieron las
concentraciones séricas de las transaminasas ALT, AST, y albumina como parametros
relacionados con dafio hepatico en ambos sexos. En la Figura 48 se observo un ligero
aumento en los niveles de ALT al compararse el grupo control (42.67 U/L) con los otros
grupos experimentales (300 mg/kg peso (45.57 U/L); 1000 mg/kg peso (44.63 U/L); 2000
mg/kg peso (41.20 U/L); 5000 mg/kg peso (40.45 U/L)). No se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos experimentales (p=0.9312). Del mismo modo, en la
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Figura 49 los niveles de AST en machos incrementaron al compararse el grupo control (166.9
U/L) con las dosis experimentales (300 mg/kg peso (224.1 U/L); 1000 mg/kg peso (203.8
U/L); 2000 mg/kg peso (163.0 U/L); 5000 mg/kg peso (179.3 U/L)). No se observaron

cambios significativos entre los diferentes grupos experimentales (p= 0.1632).

60

-
404 [ L=
=
2
=
=
20
0 .
Ctrl 300 1000 2000 5000

(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/Kkg peso) (mg/kg peso)

Figura 49. Efecto de las dietas experimentales en la alanino aminotransferasa de ratas machos. Los resultados
estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores

corresponden a ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 50. Efecto de las dietas experimentales en el aspartato aminotransferasa de ratas machos. Los resultados
estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores

corresponden a ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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En contraste, los niveles de ALT en hembras disminuyeron al comparar el grupo control
(43.5 U/L) vy las dosis experimentales (300 mg/kg peso (40.30 U/L); 1000 mg/kg peso (35.70
U/L); 2000 mg/kg peso (40.50 U/L); 5000 mg/kg peso (39.50 U/L)), no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.6362) (Figura 50). En la
Figura 51 las concentraciones de AST disminuyeron en las dosis bajas experimentales

respecto al control, sin cambios significativos (p=0.4457).
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Figura 51. Efecto de las dietas experimentales en la alanino aminotransferasa de ratas hembras. Los resultados
estan reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 52. Efecto de las dietas experimentales en el aspartato aminotransferasa de ratas hembras. Los resultados
estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Los polisacéridos y triterpenoides en G. lucidum se han propuesto como responsables de
las actividades protectoras contra la lesion hepatica inducida por toxinas (Gao et al., 2003a).
Un estudio en ratones con dafio hepatico por etanol indico que los polisacaridos de G. lucidum
podrian prevenir lesiones en higado (Zhou et al., 2002a). El &cido ganodérico A disminuye de
lesion hepética debido a que inhibe la actividad de la beta-glucuronidasa, un indicador de dafio
hepético (Kim et al., 1999). Un pretratamiento con péptidos de G. lucidum en dosis de 180
mg/kg reduce los niveles de transaminasas y protege la membrana celular contra los radicales
libres cuando se administra d-galactosamina (d-GalN) para inducir la lesion hepatica (Shi et
al., 2008). Las esporas de G. lucidum en dosis de 0.1, 0.5y 1.0 g/kg peso durante 7 dias en
ratones son eficaces para la proteccién de dafio hepético inducida por Cd (Il) debido a que
disminuyen los niveles de transaminasas por la accion de metalotioneina hepatica (Jin et al.,
2013).

Se ha demostrado que el extracto de G. lucidum con AAS disminuye las concentraciones
de ALT y AST en ratones con hipercolesterolemia después de 42 dias de ingesta (Meneses et
al., 2016). Otro estudio realizado en ratas Wistar inducidos a una fibrosis hepatica por CCls
mostraron una disminucidén en los niveles de ALT y AST en plasma al incorporar el extracto
crudo de G. lucidum en dosis de 1600 mg/kg peso, asi como una reduccién en la expresion de
metionina adenosiltransferasa (MAT), enzima clave para el metabolismo de la metionina
hepética, por tanto, G. lucidum mostrd un efecto hepatoprotector (Mato et al., 1997; Lin &
Lin; 2006). Los triterpenoides de G. lucidum (GTs) presentaron un efecto citoprotector contra
el dafio oxidativo inducido por t-BHP en células HepG2 debido a la reduccion de los niveles
de ALT, AST y LDH en el medio de cultivo y disminucion de MDA intracelular, asi como la
elevacion de la actividad de SOD y concentracion de GSH, sugiriendo asi su posible uso como
protector hepatico (Jian et al., 2016). Por otro lado, las ratas machos Wistar son mas
vulnerables a los incrementos significativos en los niveles de ALT, y en consecuencia al dafio
hepético debido a dietas ricas en hidratos de carbono (Kok, Roberfroid & Delzenne, 1996). En
cambio, las hembras son mas resistentes a sufrir este tipo de lesion por el papel de los
estrogenos en la induccion de genes relacionados con la B oxidacion hepatica, y por tanto con
el mantenimiento de la homeostasia lipidica en este 6rgano (Nemoto et al., 2000). En este
estudio, la ingesta del extracto de G. lucidum en hembras disminuye los niveles de ALT y

AST en las dosis de 300, 1000 y 2000 mg/kg peso, en machos ambos pardmetros se mantienen
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estables, sin cambios significativos respecto al control. Por tanto, los resultados obtenidos
sugieren que el extracto de G. lucidum es seguro ya que no se observaron niveles altos de

transaminasas al compararse con el grupo control.

En la Figura 52 se puede observar que las concentraciones de albimina en machos se
mantienen estables sin diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.0600).
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Figura 53 Efecto de las dietas experimentales en la albimina de ratas machos. Los resultados estan reportados
como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.

En el caso de las hembras se muestra un ligero aumento en la dosis de 5000 mg/kg peso

(44.3 mg/dL) respecto al control (41.2 mg/dL), sin diferencias significativas (p=3736).
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Figura 54 Efecto de las dietas experimentales en la albumina de ratas hembras. Los resultados estan reportados
como la media £+ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.
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No existen diferencias significativas entre los valores de albumina al comparar las ratas

machos y hembras (p=0.065).
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Figura 55 Efecto de las dietas experimentales en la albimina de ratas hembras y machos. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

La concentracion de albumina sérica en rangos normales, juega un papel fundamental en
la produccion de orina, la permeabilidad de la membrana glomerular, y por ende en la funcion
renal normal (Rodriguez et al., 2014). Acorde a Zhang et al., (2016) los niveles de albimina
en plasma se mantuvieron constantes sin cambios significativos después de 28 dias de ingesta
de polisacéridos de G. lucidum en ratas Wistar, sin efectos tdxicos. Acorde a los resultados
obtenidos en este estudio, no se observaron cambios en los niveles de albumina en plasma que

indiguen un dafio o anormalidades en la funcion renal en las ratas.

Se analizaron las concentraciones séricas de proteina C reactiva, creatinina y urea en
plasma como parametros asociados a inflamacién. Respecto a los niveles de proteina C
reactiva las concentraciones obtenidas en machos no mostraron diferencias significativas entre
los grupos experimentales (p=0.325) (Figura 55). En el caso de las hembras los resultados

obtenidos se mantuvieron estables sin cambios significativos (p=0.849) (Figura 56).
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Figura 56. Efecto de las dietas experimentales en la proteina C reactiva de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 57. Efecto de las dietas experimentales en la proteina C reactiva de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

En la Figura 57 se observa que los machos obtuvieron valores ligeramente mas altos que

las hembras, sin cambios significativos entre los grupos experimentales (p=0.490).
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Figura 58. Efecto de las dietas experimentales en la proteina C reactiva de ratas machos y hembras. Los
resultados estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna
gue muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

La inflamacion sistémica afecta mdltiples tejidos y sistemas de oOrganos debido a la
liberacion de citoquinas pro inflamatorias como la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), las proteinas reactivas de fase aguda como la proteina C reactiva (PCR)
que van desde el endotelio, el mastil y otras células inmunes al torrente sanguineo (Holmes,
2013; Hall et al., 2013). En ratones C57BL/6J alimentados con sulfato de aluminio durante 5
meses, se encontrd que la PCR aument6 13,1 veces mas respecto al control, con un valor de
26,2 mg/L en el grupo alimentado con sulfato de aluminio (Pogue, Jaber & Lukiw, 2017). Las
elevaciones en PCR basal son utiles para medir la infeccion y la lesion tisular (Pepys &
Hirschfield, 2003). Los niveles de proteina C reactiva de este estudio se mostraron constantes
sin diferencias significativas entre machos y hembras, por lo que, se infiere la ausencia de

inflamacion entre los grupos experimentales.

En el caso de los niveles de creatinina obtenidos en machos resultaron estables sin

diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.381) (Figura 58).
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Figura 59. Efecto de las dietas experimentales en la creatinina de ratas machos. Los resultados estan reportados
como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.

En la Figura 59 se muestra que los resultados de creatinina en suero en hembras que
ingirieron las dosis de 2000 y 5000 mg/kg peso presentaron valores ligeramente mas altos

comparado con el grupo control, sin cambios significativos (p=0.233).
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Figura 60. Efecto de las dietas experimentales en la creatinina de ratas hembras. Los resultados estan reportados
como la media £+ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a ANOVA de
un factor y prueba de Tukey.
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Al comparar los grupos experimentales entre hembras y machos se observaron mayores
niveles de creatinina en las ratas machos, a excepcion de las dosis de 2000 y 5000 mg/kg peso
donde las hembras mostraron niveles mas altos que los machos sin diferencias significativas
(p=0.162) (Figura 60). Aumentos progresivos en los niveles de creatinina plasmatica
muestran indicios de insuficiencia renal (Draibe & Cendoroglo, 2001). Zhang et al., (2016)
realizaron un estudio de toxicidad subcronica durante 28 dias en ratas Wistar demostrando que
la ingesta de polisacaridos de G. lucidum en dosis de 2, 4 y 8 mg/kg peso mantienen estables
los niveles de creatinina sin efectos toxicos. Acorde a la literatura, los resultados obtenidos en
hembras y machos durante 14 dias mostraron los niveles de creatinina constantes sin cambios

significativos entre las dosis experimentales.
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Figura 61. Efecto de las dietas experimentales en creatinina de ratas machos y hembras Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

Por el contrario, los valores de urea en suero obtenidos en los machos de dosis de 2000 y
5000 mg/kg peso (6.08 y 5.47 mmol/L) fueron mayores comparado con los otros grupos
experimentales (Ctrl (4.96 mmol/L), 300 mg/kg peso (4.37 mmol/L), 1000 mg/kg peso (4.64
mmol/L)), sin diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.102) (Figura
61).
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Figura 62. Efecto de las dietas experimentales en la urea de suero de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

En las hembras el grupo de dosis de 5000 mg/kg peso (4.84 mmol/L) obtuvo valores méas
altos en comparacion con los otros grupos experimentales (Ctrl (3.32 mmol/L), 300 mg/kg
peso (3.29 mmol/L), 1000 mg/kg peso (3.71 mmol/L), 2000 mg/kg peso (4.43 mmol/L)). Se

observaron diferencias significativas entre las dosis experimentales (p=0.006) (Figura 62).
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Figura 63. Efecto de las dietas experimentales en la urea de suero de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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En la Figura 63, los machos mostraron valores mas altos de urea respecto a las hembras
sin cambios significativos (p=0.530).
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Figura 64. Efecto de las dietas experimentales en urea de ratas machos y hembras. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

La urea es generada por las enzimas del ciclo de la urea, que se encuentran principalmente
en el higado, pero también se expresan de forma ubicua en niveles bajos en otros tejidos. El
proceso metabdlico se altera en varias condiciones, como las dietas, las hormonas y las
enfermedades. Una dieta con alto contenido proteico puede aumentar la sintesis de urea
mediante la regulacion positiva de las enzimas del ciclo de la urea hasta un 300% por encima
de lo que esta presente al inicio de un ayuno (Schimke, 1972). El nivel hepético de
aminoéacidos libres puede limitar la tasa de sintesis de urea, sin un cambio de las actividades
enzimaticas al variar la calidad de la proteina en la dieta (Hayase, Yokogoshi & Yoshida,
1980). Tambien, el dafio renal produce aumentos en los niveles de creatinina,
creatinfosfoquinasa (CK) y transaminasas, acompafiado con un incremento relativo de urea
producido por hemorragia y deshidratacion (Knochel,1999). Se ha demostrado que los
parametros clinicos asociados con insuficiencia renal aguda aumentan los niveles de urea y
creatinina (Chaves et al.,1989).
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Los niveles de urea obtenidos en machos no mostraron cambios significativos, en cambio,
en las hembras se observaron incrementos de forma dosis dependiente con diferencias
significativas. Se puede inferir que las hembras son més susceptibles ante la ingesta del
extracto, debido a que esta especie de G. lucidum tiene un alto contenido proteico, lo cual
puede correlacionarse con el aumento de la sintesis de urea, descartandose un dafio renal, en el

analisis histopatoldgico se confirma el buen estado del corpusculo renal.

8.6. Efectos del extracto de Ganoderma lucidum en los parametros

de orina

Para estudiar los efectos del extracto de Ganoderma lucidum sobre posible dafio renal, se
midieron las siguientes concentraciones: glucosa urinaria, nitrégeno ureico, creatinina y
albumina. En la Figura 64 se observd un aumento de 1.3 mg/dL en la glucosa urinaria al
comparar el grupo control con la dosis 5000 mg/kg peso en machos, sin diferencias
significativas entre estos (p=0.165). Por el contrario, las hembras estadisticamente mostraron
diferencias significativas entre grupos (p=0.009) (Figura 65). El grupo con la dosis de 300
mg/kg peso presentd concentraciones altas de glucosa en comparacion con el grupo control y
la dosis 1000 mg/kg peso. Asimismo, se muestra un aumento en las concentraciones obtenidas

entre el grupo control y dosis 5000 mg/kg peso.
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Figura 65. Efecto de las dietas experimentales en la glucosa en orina de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

114



n
J

10

N
1

H

Glucosa en orina (mg/24 hrs)

T
Ctrl 300 1000 2000 5000
(mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso) (mg/kg peso)

Figura 66. Efecto de las dietas experimentales en la glucosa en orina de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

En la Figura 66 los machos presentaron concentraciones mas altas de glucosa en orina
que las hembras, a excepcién del grupo 300 mg/kg peso. No hay cambios significativos entre
los grupos experimentales (p=0.1309).
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Figura 67. Efecto de las dietas experimentales en la glucosa en orina de ratas machos y hembras. Los resultados
estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.
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Se ha demostrado que los niveles de glucosa en orina aumentan en presencia de diabetes
debido a la hiperfagia y glucemia elevada causando una diuresis osmotica y, por tanto, mayor
pérdida de fluidos y electrolitos (Gallego et al., 1999). Ademas, la hiperfiltracion es
caracteristica de la diabetes temprana, ya que se ha observado aumentos en la tasa de filtracion
glomerular y en el flujo plasmatico renal (Jensen et al., 1981). Por otra parte, Bazzano et al.
(2015) estudiaron biomarcadores de lesion en ratas Wistar hembras y machos con un grupo
control (ratas normales) y un grupo sometido a isquémia renal izquierda durante 10 minutos y
compararon la reperfusion a las 24 horas, 5, 14 y 21 dias después de procedimientos. El grupo
control mostro presencia de glucosa en orina tanto en hembras como machos, las cuales fueron
alimentadas con una dieta estdndar chow. En este estudio las ratas machos y hembras
mostraron glucosa en orina, se infiere que la dieta puede influir en la excrecion de glucosa
debido a que no hay una reabsorcion total, no obstante, se sugiere hacer otros estudios para
corroborarlo. Se descarta el desarrollo de diabetes temprana ya que no se obtuvieron niveles
elevados de glucosa en plasma ni tampoco se observo ningun tipo de dafio en las histologias
de rifion.

En machos las concentraciones de nitrégeno uréico o BUN presentaron diferencias
significativas (p=0.040). Las dosis de 2000 y 5000 mg/kg peso obtuvieron valores méas

elevados respecto a los otros grupos experimentales (Figura 67).
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Figura 68. Efecto de las dietas experimentales en el nitrégeno ureico de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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En el caso de las hembras, las dosis de 300 y 5000 mg/kg peso presentaron
concentraciones altas respecto a los otros grupos experimentales, con cambios significativos
entre estos (p=0.018) (Figura 68). Al comparar ambos sexos existen diferencias significativas
en el grupo control y la de dosis 2000 mg/kg peso (p=0.013). Los machos presentaron valores

mas altos que las hembras de nitrégeno ureico (Figura 69).
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Figura 69. Efecto de las dietas experimentales en el nitrégeno ureico de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 70. Efecto de las dietas experimentales en el nitrdgeno ureico de ratas machos y hembras Los resultados
estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que
muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.
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Chiu et al., (2000) realizaron un estudio de toxicidad aguda en ratones ICR y mostraron la
ausencia de dafio renal y hepético después de 2 semanas de tratamiento con G. lucidum debido
a los bajos niveles de nitrégeno ureico y las histologias de higado y rifién sin anormalidades en
las células de tejido entre el grupo control y el grupo que recibid el extracto de Ganoderma. Se
ha demostrado que los polisacaridos de G. lucidum en dosis de 500, 2500 y 5000 mg/kg peso
no causan ningun signo clinico de toxicidad, ni anomalias significativas en la ingesta de
alimentos. Ademas, los niveles de BUN en hembras y machos no presentaron cambios
significativos que indiquen dafio renal (Zhang et al., 2016). No obstante, los niveles de
nitrégeno ureico pueden aumentar acorde a la carga proteica exdgena (Bonventre et al., 2010).
Las concentraciones de BUN pueden aumentarse por una alta ingesta de proteinas (Traynor et
al., 2006). Por tanto, analizando los resultados obtenidos en este estudio se puede inferir que el
alto contenido proteico del extracto de G. lucidum influyo en la excrecion de BUN en hembras
y machos, sin embargo, estos niveles no son ocasionados por un dafio hepatico o renal, ya que

su elevacion esta relacionada con lo antes mencionado.

Respecto a la creatinina en machos, la dosis de 5000 mg/kg peso fue mayor respecto a los
otros grupos experimentales, no se presentaron diferencias significativas (p=0.116) (Figura
70). En el caso de la albumina en orina, los machos del grupo de dosis 2000 mg/kg peso
presentd concentraciones mas altas en comparacién con los otros grupos experimentales, con
cambios significativos (p=0.0005) (Figura 71).
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Figura 71. Efecto de las dietas experimentales en la creatinina en orina de ratas machos. Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 72. Efecto de las dietas experimentales en la albimina en orina de ratas machos Los resultados estan
reportados como la media £ SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

Asimismo, las concentraciones de albumina en hembras fueron mas altas en el grupo de
dosis de 5000 mg/kg peso respecto a los otros grupos experimentales. No existen cambios
significativos entre estas (p=0.094) (Figura 72). Por otra parte, la creatinina en orina obtenida
en hembras presento diferencias significativas entre los grupos experimentales (p=0.0004). El
grupo de dosis de 300 mg/kg peso obtuvo concentraciones mas altas en comparacion con el
grupo control, 1000 y 2000 mg/kg peso (Figura 73).
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Figura 73. Efecto de las dietas experimentales en la albimina en orina de ratas hembras Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.
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Figura 74. Efecto de las dietas experimentales en la creatinina en orina de ratas hembras. Los resultados estan
reportados como la media + SEM de las observaciones (n=15). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de un factor y prueba de Tukey.

Por ultimo, al comparar la creatinina obtenida entre ambos sexos se observaron
diferencias significativas solamente en el grupo control (p=0.007). Los machos obtuvieron
concentraciones mas altas que las hembras, a excepcién del grupo de dosis de 300 mg/kg peso
(Figura 74). En relacién a la albimina en orina se observaron diferencias significativas en el
grupo de dosis de 2000 mg/kg peso (p=0.001). Los machos presentaron valores mas altos que

las hembras (Figura 75).
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Figura 75. Efecto de las dietas experimentales en la creatinina de ratas machos y hembras Los resultados estan
reportados como la media £+ SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna que muestran
letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores corresponden a
ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.
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Figura 76. Efecto de las dietas experimentales en la albimina en orina de ratas machos y hembras. Los
resultados estan reportados como la media + SEM de las observaciones (n=30). Los promedios en cada columna
gue muestran letras diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa, p <0.05. Los valores
corresponden a ANOVA de dos factores y prueba de Tukey.

La toxicidad renal se diagnostica por cambios en la funcidn excretora, como aumentos en
la excrecion urinaria de glucosa, aminoacidos o proteinas, cambios en el volumen de la orina,
osmolaridad o pH. También son indicadores de alteracion de la funcién renal los cambios en el
nitrégeno ureico en sangre (BUN) o en las concentraciones séricas de creatinina. Ademas, la
excrecion de proteinas de mayor peso molecular en la orina, como la albimina, es sugestiva de
lesion del glomérulo, mientras que la presencia de proteinas de bajo peso molecular, como la

B2-microglobulina, es mas sugestiva de lesion del tabulo proximal (Hodson, 2010).

Los extractos de G. lucidum previenen el dafio renal mediante la restauracion del sistema
de defensa antioxidante renal que induce el farmaco contra el cancer (Sheena et al., 2003). Un
estudio realizado en ratas obesas demostré que la grasa perirrenal estd relacionada con el
aumento de la excrecion urinaria de albimina. EI mecanismo para esta asociacion puede ser la
disfuncion endotelial vascular renal causada por el aumento del estrés oxidativo y la
activacion de vias moleculares inflamatorias debido a niveles elevados de acidos grasos libres
(FFA) y baja adipolectina (Sun, Yu & Han, 2013). En este estudio se observaron diferencias
significativas en los niveles de albumina en orina de ratas machos entre la dosis de 2000
mg/kg peso y el grupo control, asimismo, las ratas hembras presentaron niveles significativos
de creatinina en orina en las dosis de 300 y 5000 mg/kg peso. La excrecion de albdmina y

creatinina no necesariamente indican dafio renal, ya que la creatinina puede verse afectada por

121



la masa muscular y estar dentro de los valores normales, y las concentraciones de albdmina en
orina pueden aumentarse ante la ingesta de una dieta alta en proteinas. Por tanto, se requiere
de la combinacion de analisis de laboratoriales clinicos y quimicos, acompafiados de
histologias, ecografias e interpretacion de la morfologia del tejido para obtener un diagnostico
renal certero. En este estudio, las histologias realizadas en tejido renal mostraron una

citoarquitectura normal.

8.7. Efecto histologico del extracto de Ganoderma lucidum, sobre
rifidn e higado
Las Figuras 76 y 77 muestran el efecto histoldgico de las dietas experimentales en el
higado, con la tincion de HE en aumentos 20X del mismo campo. No se observaron cambios
en las dosis experimentales de machos y hembras respecto al control, ya que la
citoarquitectura de los hepatocitos es normal con los nicleos prominentes y un citoplasma

uniforme.

Figura 77. Efecto histoldgico después de la ingesta del extracto de G. lucidum sobre los hepatocitos (higado) en
ratas machos. Tincion con hematoxilina-eosina (20X). CtrIM (Grupo control machos); 300M (Grupo de dosis 300
mg/kg peso machos); 1000M (Grupo de dosis 1000 mg/kg peso machos); 2000M (Grupo de dosis 2000 mg/kg
peso machos); 5000M (Grupo de dosis 5000 mg/kg peso machos).

122



Figura 78. Efecto histolégico después de la ingesta del extracto de G. lucidum sobre los hepatocitos (higado) en
ratas hembras. Tincién con hematoxilina-eosina (20X). CtrlH (Grupo control machos); 300H (Grupo de dosis 300
mg/kg peso machos); 1000H (Grupo de dosis 1000 mg/kg peso machos); 2000H (Grupo de dosis 2000 mg/kg
peso machos); 5000H (Grupo de dosis 5000 mg/kg peso machos).

No se observo ningun tipo de dafio (por ejemplo, acidofilia citoplasmatica, vacuolizacion
de hepatocitos, dilatacion sinusoidal, necrosis celular). Shi et al., (2008) evaluaron la
actividad hepatoprotectora de los péptidos de G. lucidum (GLP) frente a la lesion hepética
inducida por d-galactosamina (d-GalN) en ratones. Realizaron un andlisis histolégico en
higado y observaron que los mejores efectos hepatoprotectores de GLP se muestran con la
dosis de 180 mg/kg, revirtiendo el dafio hepatico casi comparable al grupo control. Jin et al.,
(2013) mostraron el efecto hepatoprotector de esporas de G. lucidum ante la hepatotoxicidad
inducida por Cd (1) en ratones. Las esporas en dosis de 1.0 g/kg disminuyeron la acumulacion
de Cd (1) en nucleos hepaticos, mitocondrias y microsomas. Meneses et al., (2016), realizaron
un analisis histoldgico después de 43 dias de la ingesta del extracto de G. lucidum (con AAS
en sustrato) en ratones con dieta alta en colesterol. EI consumo de dosis bajas y altas de los
extractos reduce en un 51.9%. el nimero de vacuolas lipidicas en el higado. En este estudio, se
observd que incluso en la dosis mas alta no hay dafio en el tejido hepatico en ratas hembras y

machos.
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Las Figuras 78 y 79 muestran el efecto histologico de las dietas experimentales en el
rifidn, con la tincion HE en aumentos 20X del mismo campo. Se observo ligero aumento de
células en las dosis de 5000 mg/kg peso de machos y hembras respecto al control, no obstante,
mostraron corpusculos y tabulos renales con caracteristicas normales, sin ningun tipo de dafio
como edema celular, tubulos proximales necrdticos con células muertas, acidofilia
citoplasmatica, gloméruloesclerosis entre otros. EI glomérulo es la porcion de la nefrona
donde se forma el ultrafiltrado del plasma y se rige por procesos fisicos a través de los
capilares. El tabulo renal comienza como una bolsa ciega que rodea el glomérulo y consta de
multiples segmentos que modifican la composicion del ultrafiltrado. Los segmentos del tubulo
renal incluyen el tubulo proximal, el asa de Henle, el tubulo distal y el conducto colector. Las
propiedades y funciones de estos segmentos pueden conducir a la susceptibilidad de los
toxicos (Hodson, 2010). La inflamacion de los glomérulos (glomerulonefritis) se asocia con
proteinuria, hematuria y transtornos de la excrecion del sodio. También los podocitos pueden
verse atrofiados, favoreciendo la filtracién de albumina. Para comprobar esta nefropatia los
glomérulos tienen mayor cantidad de células o engrosamiento de la membrana basal (Welsh,
2009). En este estudio el corpusculo renal presentd una citoarquitectura normal, sin embargo,
si se observd un ligero aumento en la cantidad de células presentes en el glomérulo ante la
ingesta del extracto de G. lucidum en la dosis de 5000 mg/kg peso. Por tanto, se requiere de un
estudio posterior de toxicidad cronico y un analisis con otras tinciones para descartar un dafio

renal a largo plazo.
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Figura 79. Efecto histolégico después de la ingesta del extracto de G. lucidum sobre el corplsculo renal en ratas
machos. Tincién con hematoxilina-eosina (20X). CtrIM (Grupo control machos); 300M (Grupo de dosis 300
mg/kg peso machos); 1000M (Grupo de dosis 1000 mg/kg peso machos); 2000M (Grupo de dosis 2000 mg/kg
peso machos); 5000M (Grupo de dosis 5000 mg/kg peso machos).

Figura 80. Efecto histologico después de la ingesta del extracto de G. lucidum sobre el corpisculo renal en ratas
hembras. Tincion con hematoxilina-eosina (20X). CtrlH (Grupo control machos); 300H (Grupo de dosis 300
mg/kg peso machos); 1000H (Grupo de dosis 1000 mg/kg peso machos); 2000H (Grupo de dosis 2000 mg/kg
peso machos); 5000H (Grupo de dosis 5000 mg/kg peso machos).
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9. CONCLUSION

Se evaluo la ingesta aguda del extracto del hongo mexicano G. lucidum en ratas Wistar de

acuerdo al protocolo no. 423 de la OECD/OCDE. Contrastando la hipétesis planteada en este

trabajo el extracto de G. lucidum no causo muerte, toxicidad, cambios de comportamiento y

fisico ni dafo en la funcion hepatica y renal en ninguna de las dosis empleadas. Con base en

los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

1.

Las ratas machos y hembras no presentaron cambios en la apariencia fisica durante los
14 dias. Respecto al comportamiento, el grupo de dosis 300 mg/kg peso en machos y la
dosis de 5000 mg/kg peso en hembras se mostraron ligeramente hiperactivas respecto
al grupo control.

El aumento de peso corporal y la ingesta de alimentos fue mayor en los machos que en
hembras. No se observaron anormalidades fisicas en higado y rifion, ni aumento del
tamafio o peso proporcional del higado y rifién de los diferentes grupos experimentales
respecto al control.

El extracto de G. lucidum mantiene constante los niveles de glucosa en plasma en ratas
machos, sin embargo, en ratas hembras se observo una tendencia a disminuir de forma
dosis dependiente debido al efecto de los compuestos bioactivos del extracto.

Las dietas experimentales adicionadas con el extracto de G. lucidum presentaron un
efecto estabilizador del perfil lipidico en ratas machos y hembras.

La ingesta del extracto de G. lucidum en hembras disminuye los niveles de ALT y AST
en las dosis de 300, 1000 y 2000 mg/kg peso, en machos ambos parametros se
mantienen estables.

Los niveles de albumina plasmatica, proteina C reactiva y creatinina se mantuvieron
estables en ambos sexos. Las concentraciones de urea en plasma se observaron
constantes en ratas machos, sin embargo, en hembras fueron mas susceptibles ante la
ingesta del extracto, debido a que esta especie de G. lucidum tiene un alto contenido
proteico. Las ratas hembras mostraron mayor sensibilidad ante la ingesta del extracto
de G. lucidum en los parametros de orina.

A nivel histologico no se observaron dafios en el tejido hepatico y renal de las ratas

hembras y machos después de la ingesta aguda del extracto de G. lucidum.
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11.1 Solucion de formalina 10%

Formaldehido 100 ml
PBS1X 900 ml
1. Preparacion de PBS10X
NaCl 804¢g
KCI 29

KH2PO4 249

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar pH a 7.4 y aforar a 1 litro.

2. Preparacién de PBS1X
PBS10X 100 ml

Agua destilada 900 ml

11.2 Solucion salina 9%

NaCl 90 g

Para un litro con agua destilada

11. ANEXOS
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